Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys by Fallenius, Riikka
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ALNUS-SUVUN KUMPULAN KANTOJEN MIKROLISÄYS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ammattikorkeakoulun opinnäytetyö 
 
Puutarhatalouden koulutusohjelma 
 
Lepaa, 2.5.2012 
 
 
 
Riikka Fallenius 
 
 
 
 
 
     OPINNÄYTETYÖ 
 
 
Puutarhatalous 
Hattula 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Työn nimi  Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 
 
Tekijä  Riikka Fallenius 
 
 
 
 
Ohjaava opettaja Mona-Anitta Riihimäki 
 
 
 
 
Hyväksytty  _____._____.20_____ 
 
 
 
 
Hyväksyjä 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     TIIVISTELMÄ 
 
 
LEPAA 
Puutarhatalouden koulutusohjelma 
Kasvihuone- ja taimitarhatuotanto 
 
Tekijä  Riikka Fallenius  Vuosi 2012 
 
Työn nimi  Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
TIIVISTELMÄ 
 
Mikrolisäyksen avulla saadaan perimältään samanlaisia kasveja. Se on te-
hokas lisäystapa, kunhan kasvilajille sopiva mikrolisäysmenetelmä tiede-
tään. Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa on kasvikantoja, joita sinne 
on saatu esimerkiksi ulkomaille suuntautuneiden kasvien keruumatkojen 
tuloksena. Leppäkantoja oli 64 ja ne haluttaisiin säilyttää elossa. Mikro-
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ABSTRACT 
 
Plants similar by their genotype can be made with micropropagation. In 
Kumpula Botanic Garden there are plant populations that have been ob-
tained, for example, as results of plant field trips abroad. There were 64 
alder populations and they are to be kept alive. Micropropagation would 
be suitable for the purpose as long as an appropriate method was known. 
 
The purpose of the thesis was to study micropropagation of the European 
alder (Alnus glutinosa), the Siberian alder (A. hirsuta var. sibirica), the 
mountain alder (A. incana subsp. tenuifolia), the Japanese alder (A. japon-
ica), the A. maximowiczii, the red alder (A. rubra), the speckled alder (A. 
rugosa), the Sitka alder (A. sinuata) and two green alders (A. viridis and A. 
viridis subsp. viridis). The goal was to find a functional sterilization meth-
od, initiation medium and propagation medium for the alder species to be 
propagated. The propagation material was retrieved from Kumpula Botan-
ic Garden on 7 May 2008 and the micropropagation was carried out in the 
micropropagation laboratory of Lepaa. 
 
Information on the micropropagation of some alder species can be found 
in literature and the mediums used were chosen based on that. Three MS 
mediums were tested as initiation mediums. The plant hormone used was 
BAP. Two propagation mediums were used, one being an MS medium, 
and the second a WPM medium. There were four sterilization methods 
where the content and the duration of action of NaOCl were varying. 
Eventually only one sterilization method was used because it appeared to 
be the most workable one. In that method the duration of action for 1% of 
NaOCl was 10 minutes.  
 
There were differences in the success between the different alder species 
and all of them could not be propagated. MS + BAP 0.5 mg/l seemed to be 
the best initiation medium but there was not much difference with the me-
dium MS + BAP 1 mg/l. MS + BAP 0.5 mg/l did not work as a propaga-
tion medium. WPM + BAP 0.5 mg/l + IAA 0.5 mg/l worked moderately 
for some species. It could be useful to try out a different WPM medium. 
 
Keywords Alder, micropropagation, Alnus, culture media, sterilizing 
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KÄSITTEITÄ 
 
Agar Ravintoalustojen kiinteyttämiseen käytettävä aine, joka on 
valmistettu levästä. 
 
Autoklaavi Painekeitin, jolla steriloidaan esimerkiksi työvälineitä ja 
kasvatusalustoja. 
 
BAP Bentsyyliaminopuriini, synteettinen sytokiniini, jota lisätään 
ravintoalustaan versojen kasvun edistämiseksi. 
 
Fenolit Kasvien itsensä tuottamia orgaanisia yhdisteitä, jotka ovat 
haitallisia mikrolisäyksessä. 
 
IAA Indolyylietikkahappo, luonnonauksiini, jota lisätään ravinto-
alustaan juurten muodostumisen edistämiseksi. 
 
Kallus  Erilaistumatonta solukkoa. 
 
Laminaarikaappi Steriiliin työskentelyyn tarkoitettu tila, jossa jatkuva ilmavir-
ta pitää epäpuhtaudet poissa. 
 
MS-alusta Toshio Murashigen ja Folke Skoogin kehittämä ravintoalus-
ta. 
 
NaOCl Natriumhypokloriitti, lisäysmateriaalin steriloinnissa käytet-
tävä aine. 
 
WPM-alusta Gregory Lloydin ja Brent McCownin kehittämä ravintoalusta 
puuvartisille kasveille. 
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1 JOHDANTO 
Kasvitieteelliset puutarhat sisältävät eläviä kasvikokoelmia, jotka on tark-
kaan dokumentoitu. Siksi niitä voidaan käyttää hyödyksi tutkimuksissa tai 
esimerkiksi opetuksessa. Lähinnä ihmisen toimesta yhä suurempi määrä 
maapallon eliölajeista on häviämässä. Kasvitieteellisillä puutarhoilla onkin 
tärkeä tehtävä luonnon monimuotoisuuden suojelussa, sillä niiden koko-
elmissa voidaan säilyttää uhanalaisia kasveja. Helsingin yliopistolla on 
kaksi kasvitieteellistä puutarhaa, joista toinen on Kumpulassa ja toinen 
Kaisaniemessä. Ne ovat osa Luonnontieteellistä keskusmuseota. Eri alku-
perää olevia kasveja niissä on yhteensä 7050 (Kasvitieteellinen puutarha ja 
kasvimuseo, 2011). 
 
Mikrolisäys on nykyaikainen menetelmä, jolla kasveja voidaan lisätä no-
peasti ja tehokkaasti. Sen avulla voi olla mahdollista tuottaa suuria määriä 
kasveja hyvin vähäisestä lähdemateriaalista. Kaikkia kasveja ei ole mah-
dollista lisätä perinteisin menetelmin, jolloin mikrolisäys voi olla ainoa 
vaihtoehto. Sen avulla voidaan myös saada hankalasti itävät siemenet itä-
mään. Mikrolisäys on kasvullinen lisäystapa, joten sillä saadaan aikaan pe-
rimältään identtisiä klooneja. Siten se mahdollistaa tietyn kannan säilymi-
sen. Mikrolisäysmenetelmiä käsittelee perusteellisesti Haapala & Niska-
nen (1992) sekä Hartmann, Kester, Davies & Geneve (2002). 
 
Helsingin yliopiston kasvitieteellisen puutarhan kokoelmissa kasvoi 11 
leppälajia ja eri kantoja oli 64. Ne haluttaisiin säilyttää elossa myös jatkos-
sa. Tähän opinnäytetyöhön valittiin kymmenen kantaa, joiden mikrolisäys-
tä tutkittiin. Lisättävät kasvit olivat tervaleppä (Alnus glutinosa), kamtsat-
kanleppä (A. hirsuta var. sibirica), lännenharmaaleppä (A. incana subsp. 
tenuifolia), japaninleppä (A. japonica), sahalininleppä (A. maximowiczii), 
oregoninleppä (A. rubra), amerikanharmaaleppä (A. rugosa), sitkanleppä 
(A. sinuata) ja kaksi pensasleppäkantaa (A. viridis ja A. viridis subsp. viri-
dis). Työn tarkoitus oli löytää toimiva sterilointimenetelmä, aloitusalusta 
ja monistusalusta eri leppälajeille. Kun sopivat mikrolisäysmenetelmät 
tiedettäisiin, voitaisiin eri kantoja tarpeen tullen helposti lisätä ja säilyttää. 
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2 ALNUS-SUVUN KUVAUS 
Lepät (Alnus) ovat kesävihantia, yksikotisia puita tai pensaita ja ne kuulu-
vat koivukasvien- (Betulaceae) heimoon (Hämet-Ahti, Palmén, Alanko & 
Tigerstedt 1992, 112). Leppiä kasvaa pääasiassa pohjoisella pallonpuolis-
kolla ja niitä tunnetaan noin 35 lajia (Alanko 2003, 81). Lepät kasvavat 
usein kosteilla tai märillä paikoilla. Leppälajeista varmasti ainakin 33 pys-
tyy hyödyntämään ilmakehän typpeä, joten siksi ne tulevat toimeen myös 
vähäravinteisilla mailla. (Dirr & Heuser 2006, 115.) 
 
Itämerensuomalaisissa kielissä leppä-sana on alkujaan tarkoittanut verta. 
Siksi esimerkiksi leppäkerttu ei viittaa leppä-puuhun vaan verenpunaiseen 
väriin. Jos lepän runkoa vaurioittaa, tulee sen haavakohdasta nopeasti pu-
noittava. Se on aiheuttanut leppä-sanan käytön veren synonyymina. (Relve 
1997, 38–39.) Lepän punainen väri ja sen vereltä näyttävä mahla ovat ai-
heuttaneet sen, että siihen on muinoin liitetty uskomuksia. On uskottu, että 
lepän kaataminen tuo huonoa onnea ja lepät on myös liitetty noituuteen. 
Lepikoiden on ajateltu olevan vihamielisiä paikkoja ja niissä on myös voi-
tu järjestää erilaisia pakanallisia menoja. Lepällä on myös uskottu olevan 
suojeleva vaikutus ja niistä on tehty erimerkiksi amuletteja. Lepistä on 
myös ennustettu keväisin viljasatoa, sillä on uskottu, että runsas määrä he-
denorkkoja tietää hyvää satoa, kun taas suuri määrä vanhoja eminorkkoja 
ennustaa nälkää. (Piippo 2008, 437–439.) 
2.1 Yleistä 
Lepät ovat puita tai pensaita, jotka kukkivat aikaisin keväällä. Norkkoku-
kinnot kehittyvät ennen lehtien puhkeamista. Suomessa luonnonvaraisena 
kasvaa tervaleppä (Alnus glutinosa) ja harmaaleppä (Alnus incana). Niillä 
on useita tunnettuja muotoja, joista joitakin on otettu myös viljelyyn. 
(Alanko 2003, 81–83.)  
 
Lepän juurissa elää sädesienten ryhmään kuuluvia Frankia–bakteereita, 
joita kutsutaan myös juurennystyräbakteereiksi. Ne aiheuttavat lepän juur-
ten ulkopinnalle korallimaisia kasvaimia, jotka voivat olla jopa pesäpallon 
kokoisia. Bakteerit sitovat ilmakehän kaasumaista typpeä orgaanisiksi 
typpiyhdisteiksi. Ravinnokseen ne käyttävät lepän yhteyttämistuotteita. 
Leppä sen sijaan käyttää hyväkseen bakteerien sitomaa typpeä. Lepällä voi 
olla myös sienijuuri eli mykorritsa. Silloin leppien juuristossa symbi-
oosikumppanina elää sieniä, jotka saavat puilta yhteyttämistuotteita. Puut 
saavat sienijuuren avulla vettä ja ravinteita laajemmalta alueelta kuin mi-
hin niiden omat juuret yltäisivät. (Pankakoski 2003, 111–113; Väre 1995, 
110.) Leppien typensaanti on taattu, joten niiden ei tarvitse varastoida typ-
peä runkoon talven ajaksi. Siksi lepät pudottavat lehtensä vihreänä, mistä 
tulee hyvää lehtikariketta, joka lisää maan typpipitoisuutta. (Alanko & 
Kahila 1994, 208;Väre 1995, 110.) 
 
Koska lepät ovat nuorena nopeakasvuisia, niitä voidaan käyttää suojapui-
na. Niiden alla aremmat kasvit, kuten esimerkiksi pihdat, hemlokit ja mar-
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jakuuset pääsevät hyvin kasvun alkuun. Monet lepät sopivat myös esimer-
kiksi tienpenkkojen, alikulkujen ja meluvallien istutuksiin, sillä ne kestä-
vät suolaa ja ilmansaasteita. On kuitenkin otettava huomioon, että raskaas-
ti liikennöityjen teiden ajoviima kuivattaa puiden latvat. Lepät eivät tarvit-
se leikkausta juuri lainkaan ja kasvavat hyvin tuulisillakin paikoilla. Ne 
sopisivat siis hyvin katu- ja kujannepuiksi, mutta istutuksia suunniteltaessa 
on hyvä huomioida leppien lyhyt ikä. Esimerkiksi harmaaleppä elää kes-
kimäärin 50 vuotta (harvoin yli 100 vuotta) ja tervaleppä 90 vuotta, (enin-
tään 120 – 150 vuotta). (Räty 2007, 105–107.) Tervalepät ovat sadan vuo-
den iässä yleisesti lahoja, vaikka voivatkin näyttää reheviltä (Kiuru 2008, 
105). Tervaleppä on hyvä vaihtoehto sellaisille kasvupaikoille, jotka ovat 
liian kosteita muille puulajeillemme (Kiuru 2008, 56). 
 
Lepät ovat kesävihantia puita tai pensaita, joiden kuori on harmaata tai 
tummanharmaansävyistä. Leppien lehdet ovat muodoltaan ehyitä tai har-
voin liuskaisia. Lehtiasento on kierteinen. Yleensä leppien talvisilmut ovat 
perällisiä, harvoin perättömiä. Niiden koko on tavallisesti 4 – 6 mm. (Hä-
met-Ahti ym. 1992, 112.) 
 
Lepät kukkivat tavallisesti keväisin ennen lehtien kasvua. Kukat ovat pie-
niä. Hedekukinto on pitkä norkko. Emikukinto on lyhyt norkko, joka puu-
tuu käpymäiseksi ja jää oksaan kiinni seuraavaksi talveksi. Lepän kukat 
ovat yksineuvoisia. Emikukka on kehätön, mutta hedekukalla on vähäinen 
kehä. Lepän hedelmä on siipipalteinen pähkylä, jonka siipipalle on yleensä 
kapea. (Hämet-Ahti ym. 1992, 112.)  
2.2 Taudit ja tuholaiset 
Annilan & Kurkelan (1996, 88) mukaan lepillä esiintyy toisinaan tuulen-
pesiä, mutta niiden aiheuttajia ei ole tarkemmin tutkittu. Tuulenpesäsienet 
(Taphrina) aiheuttavat koivulla isoja tuulenpesäkasvaimia, joiden läpimit-
ta voi olla jopa yli metrin (Kurkela 1994, 195). Lepillä ne saavat aikaan 
erilaisia oireita kukinnoissa ja lehdillä. 
 
Lepänhärmä (Phyllactinia suffulta) on sieni, joka voi tarttua leppään ja 
pähkinäpensaaseen. Sienirihmasto näkyy harmahtavana peitteenä lehtien 
alapinnalla. Lehtien pinnalle sieni kasvattaa mustia kotelorakkoja, jotka 
ovat läpimitaltaan noin 0,2 mm. (Annila & Kurkela, 1996, 89.) Toinen le-
pän lehtitauti on lepänlehtihome, jota aiheuttaa Apiognomonia alniella. Se 
on sieni, jota esiintyy harmaalepän lehdillä ruskeina laikkuina, jotka ovat 
osittain vaalean rihmaston peittämiä. (Kurkela 1994, 221.) 
 
Taulakääpä (Fomes fomentarius) kasvaa Suomessa koivun lisäksi usein 
myös lepässä ja se voi tarttua myös joihinkin muihin lehtipuihin. Se on 
yleismaailmallinen sieni, jota esiintyy eniten pohjoisella pallonpuoliskolla. 
Suomessa sitä tavataan kaikkialta. Taulakäävän itiöemä on monivuotinen. 
Sieni tarttuu kasvavien puiden runkoihin niissä olevien vioitusten kautta ja 
lahottaa sekä sydän- että mantopuuta. (Annila & Kurkela, 1996, 89; 
Schwarze, Engels & Mattheck 2000, 59–61.) Jos lepässä on taulakäävän 
itiöemä, on puu siinä vaiheessa yleensä jo pitkälle lahonnut (Kiuru 2008, 
85). 
Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 4
 
Lepänkääpä (Inonotus radiatus) on yleinen Etelä-Suomessa. Se ei vahin-
goita terveitä puita, sillä se kehittyy vain kuolleisiin tai kuoleviin leppiin. 
Se lahottaa myös puutavaraa, joka on tehty lepästä. Sen itiöemä on yksi-
vuotinen. (Annila & Kurkela, 1996, 89; Kurkela 1994, 282.) Lepillä esiin-
tyy myös arinakääpää, joka lahottaa puita hitaasti, joten kääpäinen puu voi 
selvitä elossa jopa vuosikymmeniä (Kiuru 2008, 85). 
 
Purppuranahakka (Stereum purpureum) on lahottajasieni, joka aiheuttaa 
eläville puille harmaakiiltotautia. Se on myös huomattava lehtipuutavaran 
lahottaja. Sieni on levinnyt ympäri maailmaa ja sen on todettu aiheuttavan 
merkittävästi lehtipuiden tauteja ainakin Euroopassa, Amerikassa, Uudes-
sa-Seelannissa ja Australiassa. Purppuranahakka ei yksinään ole todellinen 
vaara hyväkuntoiselle metsälle. Mutta yhdessä muiden stressitekijöiden 
kanssa se voi olla merkittävä tekijä ja aiheuttaa lehtipuiden kuolemista. 
Suomessa sieni on yleinen lepän lisäksi koivulla ja haavalla. (Annila & 
Kurkela, 1996, 90.) 
 
Annilan & Kurkelan (1996, 90) mukaan Suomessa leppien merkittävin tu-
holainen on idän lehtikuoriainen (Agelastica alni) jonka aikuiset yksilöt 
ovat tummansinisiä. Keskikesällä toukat ja aikuiset voivat syödä puut leh-
dettömiksi. Yleensä puut selviävät hyvin näiden kuoriaisten tekemästä tu-
hosta. Mutta nuorien taimien kohdalla toipuminen on vaikeampaa. Toinen 
yleinen lepän lehtiä syövä tuholainen on lepän lehtikuoriainen (Linaeidea 
aenea). Se on metallinvihreä ja syö lehtiin suuria reikiä. Lepän lehtikuori-
aisen tekemä tuho aiheuttaa lepikoiden muuttumisen ruskeiksi. 
 
Joinakin vuosina lepillä voi esiintyä paljon myös muita tuholaisia. Tällai-
nen toisinaan runsaasti lisääntyvä tuholainen on esimerkiksi leppäkemppi 
(Psylla alni). Sen toukat erittävät suojakseen valkoista villamaista ainetta, 
mutta siitä ei silti ole puulle erityistä haittaa. Lepänäkämäpunkki (Eriop-
hyes laevis) ja eräät muut äkämäpunkit aiheuttavat toisinaan leppien leh-
dille tulevia punertavia laikkuja (Hämet-Ahti ym. 1992, 117). Lepän he-
denorkoissa esiintyy joskus runsaasti norkkokoita (Argyresthia goedartel-
la) joka voi vähentää siitepölyn määrää huomattavasti. (Annila & Kurkela, 
1996, 90.) Ainakaan tervaleppä ei ole erityisesti jänisten tai hirvien herk-
kua, mutta myyrät ja ruohokaskaat voivat aiheuttaa lahovikoja tervalepän 
taimille. Koska lepät kukkivat keväisin, voi halla aiheuttaa niille joskus 
paleltumisvaurioita. (Valkonen, Rantala & Sipilä 1995, 19, 43.) 
 
Uutena uhkana lepille on Phytophthora –sukuun kuuluva sieni, jota tava-
taan useasta maassa Euroopassa. Tautia on alettu tutkia Britanniassa 
vuonna 1993. Se aiheuttaa hyväkuntoisten puiden nopeaa harsuuntumista 
ja kuolemista. Se tappaa eniten tervaleppiä (Alnus glutinosa), mutta sitä on 
esiintynyt myös harmaalepällä (A. incana) ja italianlepällä (A. cordata). 
Oireisiin kuuluu myös lehtien pieni koko ja latvuston ruskettuminen sekä 
puun rungolle ilmaantuvat mustat alueet, nk. tervatäplät, joista vuotaa 
tummaa nestettä. Tauti leviää helposti ja on joillakin paikoilla aiheuttanut 
suuria tuhoja. Suomesta sitä ei ole vielä tavattu, mutta esimerkiksi Ruot-
sissa ja Norjassa sitä esiintyy. (Lilja 2000, 26–28; Lilja & Kokkola 2005, 
335 – 337.) 
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2.3 Lisäysmenetelmät 
Leppiä voidaan lisätä siemenistä. Syksyllä kylvö tehdään suoraan ulos 
maahan. Jos kylvö tehdään keväällä, pitää siemenille tehdä 2 - 3 kuukau-
den kylmäkäsittely ja sen lisäksi liottaa niitä yksi vuorokausi ennen kyl-
vöä. (Hämet-Ahti ym. 1992, 117.) Esimerkiksi tervalepän käpymäiset 
eminorkot kerätään syksyllä, jolloin siemenet ovat valmistuneet. Kävyistä 
karistetaan siemenet, jotka kylvetään maahan ennen talvea. (Kiuru 2008, 
66.) Lepän eminorkot tulisi kerätä juuri, kun suomut alkavat aueta ja väri 
muuttuu vihreästä ruskeaksi. Kun lämpötila on noin 1,5 – 4,5 C ja sieme-
net ilmatiiviisti pakattu, voivat ne säilyä elinkelpoisina 1 – 2 vuotta. (Dirr 
& Heuser 2006, 115.) 
 
Leppiä voidaan lisätä myös tyvi- ja juurivesoista sekä taivukkaista. Pisto-
kaslisäyksen onnistumiseksi tarvitaan juurrutushormoneja. Lajikkeita ja 
erikoismuotoja voidaan lisätä vain kasvullisesti, eli pistokkaista, taivuk-
kaista, vesoista tai varttamalla. (Hämet-Ahti ym. 1992, 117.) Myös mikro-
lisäyksellä saadaan emokasvin kaltaisia yksilöitä, mutta ensin on löydettä-
vä sopiva mikrolisäysmenetelmä. Suomessa on kehitetty sulkaharmaale-
pälle (Alnus incana ’Laciniata’) toimiva menetelmä (Haapala & Niskanen 
1992, 67). Lisäksi mikrolisäysmenetelmiä on onnistuneesti kehitetty aina-
kin tervalepälle, harmaalepälle, A. crispa –lepälle, japaninlepälle, ore-
goninlepälle, sitkanlepälle ja pensaslepälle (Tremblay & Lalonde 1984, 
189).   
 
Dirr & Heuser (2006, 115–116) kertovat, että tervaleppää lisätään yleensä 
siemenestä, mutta lajikkeita voidaan lisätä pistokkaista juurrutushormonei-
ta apuna käyttäen. Esimerkiksi myöhään kesäkuussa otetuista lepän (Alnus 
glutinosa ’Laciniata’) pistokkaista juurtui 34 % seitsemässä viikossa, kun 
ne oli käsitelty 8000 ppm (0,8 %) vahvuisella IBA-jauheella, sekä tiuraa-
milla. Indolivoihappo eli IBA on keinotekoinen auksiini (Haapala & Nis-
kanen 1992, 42). Toisen tervaleppälajikkeen (A. glutinosa ’Imperialis’) 
puutumattomat pistokkaat olivat juurtuneet, kun niihin oli käytetty 3000 
ppm (0,3 %) vahvuista IBA-jauhetta. Tervalepällä tunnetaan monia lajik-
keita, joita voidaan lisätä varttamalla. Luultavasti myös heinä- elokuussa 
tehty silmutus onnistuu. Myös mikrolisäyksellä on saatu tervaleppää lisät-
tyä. 
 
Kamtsatkanleppä (Alnus hirsuta) voidaan kylvää syksyllä ulos tai muuten 
sen siemenet tarvitsevat kolmen kuukauden kylmäkäsittelyn. Harmaalepän 
(A. incana) siemenet käsitellään samalla tavoin. Harmaaleppää voidaan li-
sätä myös pistokkaista, mutta ilman hormonikäsittelyä niiden juurtuvuus 
on todella huono. 8000 ppm (0,8 %) vahvuisella IBA-jauheella käsitellyis-
tä pistokkaista oli juurtunut 65 %, kun käsittelemättömissä juurtuneita oli 
vain 2 %. Harmaalepän lajikkeita lisätään myös varttamalla. Oregoninle-
pän (A. rubra), kuten myös amerikanharmaalepän (A. rugosa) tuoreet sie-
menet itävät ilman käsittelyjä. Mutta jos ne ovat kuivia, pitää niille tehdä 
kolmen kuukauden kylmäkäsittely. Tai yksi vaihtoehto on kylvää ne syk-
syllä ulos. Amerikanharmaalepällä on raportoitu kuuden kuukauden mit-
taisesta kylmäkäsittelystä, jonka jälkeen siemenet ovat itäneet kymmenes-
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sä päivässä. Sekä oregoninleppää että amerikanharmaaleppää on myös 
mikrolisätty onnistuneesti. (Dirr & Heuser 2006, 116 – 117.) 
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3 MIKROLISÄYS KASVULLISENA LISÄYSMENETELMÄNÄ 
Mikrolisäyksellä tarkoitetaan kasvien lisäämistä pienistä kasvinosista ste-
riileissä laboratorio-olosuhteissa. Emokasvista irrotettuja kasvinosia kas-
vatetaan keinotekoisella alustalla, joka sisältää solukon elossa pitämiseen 
tarvittavia aineita. Kasvatusastiassa olevasta ilmasta solukko saa tarvitse-
mansa kaasumaisen hapen ja vedyn. Puuvartisilla kasveilla mikrolisäyk-
sessä käytetään yleensä verson kärkiä. Muita mikrolisäyksessä käytettäviä 
kasvinosia ovat esimerkiksi silmut, lehdet, juuren osat ja sipulisuomut. 
(Haapala & Niskanen 1992, 13; Macdonald 1996, 595.) 
 
Mikrolisäys on solukkoviljelytekniikan tärkeä sovellus, joka perustuu kas-
visolujen totipotenssiin. Tämän teorian mukaan jokaisella solulla on kaik-
ki tieto kasvista, siis kasvisolut ovat toisistaan riippumattomia, minkä 
vuoksi jokainen erillinen kasvisolu pystyy kasvamaan uudeksi kasviyksi-
löksi. Mikrolisäys mahdollistaa kasvien lisäämisen nopeasti ja tehokkaasti 
ympäri vuoden. Joidenkin kasvien lisääminen perinteisin menetelmin on 
hankalaa tai ei onnistu lainkaan, mutta mikrolisäyksellä voidaan saada li-
sättyä sellaisiakin kasveja. (Haapala & Niskanen 1992, 3, 12.) 
3.1 Aineiston sterilointi 
Ennen mikrolisäysviljelmän aloittamista kasvimateriaali on steriloitava. 
Sterilointi aloitetaan kasvinosien vesihuuhtelulla ja pintasteriloinnilla. Täl-
lä tavoin pyritään poistamaan kasvin pinnalta mikro-organismit, jotka ai-
heuttaisivat saastumista eli kontaminaatiota. Pintasterilointiin voidaan 
käyttää alkoholia, natrium- tai kalsiumhypokloriittia, elohopeakloridia tai 
esimerkiksi vetyperoksidia, hopeanitraattia tai eräitä antibiootteja. (Haapa-
la & Niskanen 1993, 35 – 36.) 
 
Kasvit voivat ulkoisesti näyttää taudittomilta, mutta niissä voi silti olla si-
säisiä infektioita, jotka saastuttaisivat viljelmiä. Monia bakteereita ja vi-
ruksia voi olla hankala havaita, koska ne pystyvät elämään kasvin sisässä 
lepotilaisina pitkiäkin aikoja. Ne pitää saada aktivoitumaan viljelyn aloi-
tusvaiheessa tai jos mahdollista, ne on tuhottava, jotta ne eivät aiheuta 
kontaminaatio-ongelmia myöhemmin. Siksi ensimmäisiin kasvatusalus-
toihin voidaan lisätä aineita (esimerkiksi Bacto-Peptone), jotka edistävät 
sienten ja bakteerien kasvua. Siten saadaan esille piilossa olevat infektiot 
ja kontaminoituneet kasvatukset voidaan poistaa heti. Tätä menetelmää 
voi kokeilla, vaikka se ei olekaan täysin varma eikä tehokas. (Haapala & 
Niskanen 1992, 52; Hartmann, Kester, Davies & Geneve 2002, 646.) 
3.2 Ravintoalustojen koostumus 
Toshio Murashige ja Folke Skoog julkaisivat vuonna 1962 Murashigen ja 
Skoogin alustan (MS), joka oli alun perin kehitetty tupakan solukkovilje-
lyyn. Myöhemmin sen havaittiin sopivan monien kasvilajien mikrolisäyk-
seen. MS-alusta saattaakin olla eniten mikrolisäyksessä käytetty kasva-
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tusalusta. MS-alustan suolakonsentraatio on liian korkea joillekin puuvar-
tisille kasveille. Niille sopii paremmin Gregory Lloydin ja Brent McCow-
nin vuonna 1980 kehittämä WPM-alusta (Woody Plant Medium). (Haapa-
la & Niskanen 1992, 12, 43.) 
 
Ravintoalustasta suurin osa on vettä. Sen lisäksi alustat sisältävät kasveille 
välttämättömiä pää- ja hivenravinteita sekä sokeria, vitamiineja ja kasvi-
hormoneja. Yleensä alustojen kiinteyttämiseen käytetään agaria, jota saa-
daan merilevästä. Ravintoalustojen koostumukseen vaikuttavat lisättävien 
kasvien vaatimukset esimerkiksi ravinteiden suhteen sekä se, miten vil-
jelmien halutaan kehittyvän. Esimerkiksi kasvihormonien välinen suhde 
vaikuttaa eri kasvinosien muodostumiseen. (Haapala & Niskanen 1992, 
39–40.) 
3.2.1 Ravinteet 
Ravintoalusta sisältää kasvulle välttämättömät aineet. Mikrolisäyksen on-
nistumiseen vaikuttaa suuresti käytetyn alustan koostumus. Jotta kasvu ja 
kehitys olisivat tervettä ja elinvoimaista, pitää ravinteita olla kasvien tar-
vitsemat määrät. Ravinteet jaetaan makro- eli pääravinteisiin ja mikro- eli 
hivenravinteisiin sen mukaan, kuinka paljon kasvit niitä käyttävät. 
(George ym. 2008, 65.) Makroravinteita ovat kalium (K), kalsium (Ca), 
magnesium (Mg), rikki (S), fosfori (P) ja typpi (N). Niitä kasvit tarvitsevat 
suurehkoja määriä ja kasvatusalustoihin ne lisätään epäorgaanisina suoloi-
na. Suolat liuotetaan veteen, jolloin ne muuttuvat kasveille käyttökelpoi-
siksi ioneiksi. (Haapala & Niskanen 1992, 40; George 1993, 297–298.) 
Kyte & Kleyn (1996, 65) määrittelevät myös raudan (Fe) pääravinteeksi. 
 
Kalium toimii kasveissa mm. useiden entsyymien aktivoijana ja vaikuttaa 
soluliman kelmujen läpäisevyyteen ja nestejännitykseen. Se säätelee solu-
jen pH:ta ja sitä kautta osmoottista potentiaalia. Kaliuminpuute aiheuttaa 
yleisimmin lehtien reunojen tai kärkien kellastumista ja heikkoa nestejän-
nitystä. Ravintoalustalla olevissa kasveissa kaliuminpuute saattaa aiheut-
taa hyperhydraatiota. Silloin verso on paisunut ja läpinäkyvä, koska se si-
sältää runsaasti nestettä. Lisäksi lehdet ovat pieniä ja voivat olla muuten-
kin epämuodostuneita. Kasvi ottaa kaliumin K+ -kationina. (George ym. 
2008, 86–87; Haapala & Niskanen 1992, 60; Pankakoski 2003, 81.) Ra-
vintoalustaan kalium lisätään useimmiten kaliumkloridina (KCl), kalium-
nitraattina (KNO3) tai kaliumdivetyfosfaattina (KH2PO4) (Haapala & Nis-
kanen 1992, 40). 
 
Kalsium on yksi soluseinän rakennusaineista. Lisäksi se vaikuttaa soluli-
man kelmujen läpäisevyyteen ja monet kasvin entsyymeistä ovat riippu-
vaisia siitä. Kalsium myös estää fosfaatin saostumisen ja auttaa magnesi-
umionien toiminnassa. Kalsiuminpuute näkyy kasvissa lehdenreunapolt-
teena, raakileiden ja kasvupisteiden kuolemisena sekä huonona juurten 
kasvuna. Kalsiumin liikkuvuus kasvissa on heikkoa, joten se sitoutuu ja 
jää sinne, minne vesi on sen kuljettanut. Siksi häiriöt kasvin vedensaannis-
sa voivat aiheuttaa kalsiuminpuutosoireita. Kasvi ottaa kalsiumin Ca2+ –
kationina. Ravintoalustaan kalsium lisätään kalsiumnitraattina (Ca(No3)2) 
tai kalsiumkloridina (CaCl2), jotka voivat olla myös kidevedellisiä. 
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(George ym. 2008, 88–89; Haapala & Niskanen 1992, 40; Pankakoski 
2003, 81.) 
 
Magnesiumia kasvi tarvitsee lehtivihreään, sillä se on yksi klorofyllimole-
kyylin rakenneosa. Magnesium on välttämätön fotosynteesissä. Sitä tarvi-
taan myös monien entsyymien toimintaan ja se osallistuu mm. valku-
aisainesynteesiin. Magnesiumpuutoksen oire on lehtisuonten väleihin il-
mestyvät isot kellastuvat, punertavat tai ruskeat laikut. Kasvi ottaa magne-
siumin Mg2+ -kationina. (George ym. 2008, 88; Pankakoski 2003, 81.) 
Ravintoalustaan magnesium lisätään yleensä magnesiumsulfaattina 
(MgSO4 x 7H20), joka on yhdiste, jossa on mukana myös rikki (George 
ym. 2008, 88; Haapala & Niskanen 1992, 40). 
 
Rikki on kasville tärkeä sillä se sisältyy eräisiin entsyymien osina oleviin 
vitamiineihin sekä aminohappoihin, jotka ovat valkuaisaineiden rakenne-
osia. Rikki on välttämätön proteiinisynteesissä, joten sen puutos aiheuttaa 
kasveissa vaaleaa väriä, heikkoa kasvua, ohuita varsia ja yleisesti hauraut-
ta. Kasvi ottaa rikin 24SO -sulfaattianionina. Ravintoalustoissa rikin ja 
magnesiumin lähde on yleensä sama, magnesiumsulfaatti. (George ym. 
2008, 88; Haapala & Niskanen 1992, 40; Pankakoski 2003, 81.) 
 
Fosfori osallistuu kasvissa kaikkiin energiansiirtoihin, joten sitä tarvitaan 
mm. yhteyttämisessä ja soluhengityksessä. Se on myös tärkeä rakennusai-
ne, jota tarvitaan nukleiinihappoihin, soluliman kelmujen lipideihin ja mo-
niin entsyymeihin ja proteiineihin. Fosfori on tärkeä myös kasvin lisään-
tymiselle, kypsymiselle ja siementen muodostumiselle, joten kasvi tarvit-
see sitä eniten kukkiin ja siemeniin. Fosfori lujittaa kasvin solukkoa ja li-
sää talvenkestävyyttä. Yleensä fosforin puute aiheuttaa kasvin lehtiin pu-
nertavaa väriä. Muita oireita voi olla heikko kasvu ja kukinta. Kasvin on 
vaikeampi ottaa fosforia kylmässä, joten se voi aiheuttaa puutosta. Fosfo-
rin kasvi ottaa fosfaatti-anionina 242POH . (George ym. 2008, 85–86; Ky-
te & Kleyn 1996, 65; Pankakoski 2003, 81.) Ravintoalustaan fosfori lisä-
tään joko kaliumdivetyfosfaattina (KH2PO4) tai natriumdivetyfosfaattina 
(NaH2PO4), joiden joukossa voi olla myös kidevettä (Haapala & Niskanen 
1992, 40). 
 
Typpi on kasvin rakennusaine, jota tarvitaan kaikkiin aminohappoihin ja 
valkuaisaineisiin sekä nukleiinihappoihin (DNA, RNA), ATP:hen ja klo-
rofylliin. Se on tärkeä myös useiden hormonien ja vitamiinien toiminnalle. 
Typenpuutos voi aiheuttaa kasville vaaleaa väriä ja heikkoa kasvua. Typen 
liikkuvuus kasvissa on hyvä, joten puutosoireet näkyvät ensin vanhoissa 
kasvinosissa. Siten vanhempien lehtien kellastuminen voi olla merkki ty-
pen puutteesta. Kasvi tarvitsee typpeä paljon uusiin soluihin, mutta liika 
typen määrä tuottaa heikkoa solukkoa. Kasvi ottaa typen joko nitraatti-
anioneina 3NO  tai ammoniumkationeina 

4NH . (Pankakoski 2003, 81, 
100.) Mikrolisäyksessä alustan typen määrällä ja laadulla voi olla vaiku-
tusta esimerkiksi juurten kasvuun. Ammonium- ja nitraattitypen suhteella 
voi myös olla hyvin suuri merkitys kasvun laatuun. Eri kasvilajeilla on eri-
laiset vaatimukset typen laadun ja määrän suhteen. Mutta vaatimukset 
voivat olla myös emokasvin iästä ja fysiologisesta tilanteesta riippuvaisia. 
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Ainakin pajulla (Salix babylonica) alustan korkea ammoniumpitoisuus oli 
lisännyt hyperhydraatiota. Strobusmännyllä (Pinus strobus) ammonium-
kloridi oli estänyt kalluksen kasvun. Mutta jos alustassa oli myös kalium-
nitraattia, ei kyseistä vaikutusta havaittu. (Laukkanen & Hohtola 1995, 
35–37.) Kaikki siemenkasvit pystyvät hyödyntämään nitraatti-ionit ja 
myös ammonium-ionit soveltuvat suurimmalle osalle kasveista. Monet 
kasvit pystyvät käyttämään myös orgaanista typpeä. Ravintoalustassa typ-
peä on yleensä sekä ammonium- että nitraatti-ioneina, koska siten kasvit 
tai sen osat saavat sitä tehokkaammin käyttöönsä. Niiden lisäksi alusta voi 
sisältää myös orgaanista typpeä. (George ym. 2008, 73–74; Haapala & 
Niskanen 1992, 41.) 
 
Mikro- eli hivenravinteet ovat kasveille yhtä välttämättömiä kuin päära-
vinteetkin, vaikka niiden tarve on huomattavasti pienempi. Kasville voi 
myös riittää koko eliniäkseen siemenessään ollut pieni hivenainemäärä. 
(Pankakoski 2003, 80.) Lähteestä riippuen hivenravinteiksi luotelleen 
hieman eri aineet. Pankakosken (2003, 80) mukaan hivenravinteita ovat 
kaikki pääravinteisiin kuulumattomat, ainakin rauta (Fe), mangaani (Mn), 
sinkki (Zn), kupari (Cu), molybdeeni (Mo), boori (B) ja kloori (Cl). Kyte 
& Kleyn (1996, 65–66) luettelevat hivenravinteiksi näiden lisäksi koboltin 
(Co) ja jodin (I). Heidän mukaansa rauta (Fe) on pääravinne. Haapala ja 
Niskanen (1992, 41) mainitsevat kaikki edellä mainitut ja lisäävät, että ra-
vintoalustan on joskus tarpeellista sisältää myös alumiinia (Al) ja nikkeliä 
(Ni). Rautaa he eivät luokittele pää- eivätkä hivenravinteisiin, vaan omaksi 
ryhmäkseen. Pohjoisten kasvien ravintoalustoissa ei heidän mukaansa nat-
riumia käytetä, mutta joillekin trooppisille kasveille se on välttämätön. 
 
Rautaa kasvi tarvitsee yhteyttämisessä ja hengityksessä tapahtuviin hape-
tus-pelkistysreaktiohin, joissa se on joidenkin entsyymien rakennusosa. Si-
tä tarvitaan myös lehtivihreän muodostamisessa. Raudan puutos näkyy 
kasvissa lehtisuonten välisten osien kellastumisena tai vaalenemisena, 
vaikka itse suonet pysyvät vihreinä. Raudan kasvi ottaa kationina Fe2+ tai 
Fe3+. Ravintoalustaan rauta lisätään liuoksesta, joka on valmistettu FeSo4 
ja Na2-EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo) yhdisteistä. Raudan läh-
teenä voidaan käyttää myös valmista yhdistettä, joka on Na2-Fe-EDTA. 
Joillekin kasvien kehitykselle on hyötyä EDTA:sta. Lisäksi se pitää raudan 
nestemäisenä eli kelaattina. (Haapala & Niskanen 1992, 41; Kyte & Kleyn 
1996, 65, Pankakoski 2003, 81.) 
 
Mangaania kasvi tarvitsee fotosynteesin ja soluhengityksen entsyymireak-
tioissa. Mangaanin puutos aiheuttaa lehtisuonten välien kellastumista ja 
viljakasveilla harmaita laikkuja. Mangaani toimii samoissa entsyymireak-
tioissa kuin rauta ja sen puutosoireet ovat samankaltaiset kuin raudankin. 
Mangaanin kasvi ottaa Mn2+ -kationina. Ravintoalustaan mangaani lisä-
tään mangaanisulfaattina (MnSO4 x H2O). (George ym. 2008, 92; Haapala 
& Niskanen 1992, 41; Kyte & Kleyn 1996, 66; Pankakoski 2003, 81.)  
 
Sinkki on tarpeellinen mm. klorofyllin muodostumisessa sekä auksiinituo-
tannossa. Kasvi tarvitsee sinkkiä yli 300 entsyymireaktiossa. Sinkin puu-
tos aiheuttaa monenlaisia kasvuhäiriöitä, kuten esimerkiksi juurten epä-
normaalia kasvua sekä lehtien pienuutta, keltaisuutta, pronssisuutta ja 
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epämuodostumia. Kasvi ottaa sinkin Zn2+ -kationina. Ravintoalustaan 
sinkki lisätään sinkkisulfaattina (ZnSO4 x 7H2O). (George ym. 2008, 92–
93; Haapala & Niskanen 1992, 41; Kyte & Kleyn 1996, 66–67; Pankakos-
ki 2003, 81.) 
 
Kupari on tärkeä ravinne, joka on osana eräitä entsyymejä, joita tarvitaan 
yhteyttämisessä ja soluhengityksessä. Sen puute voi aiheuttaa mm. hidas-
tunutta kasvua, epämuodostumia ja nuorten oksien versotauteja. Lehdet 
voivat myös muuttua keltakärkisiksi, mikä on yleistä varsinkin viljakas-
veilla. Kasvi voi kärsiä kuparin puutteesta kasvihuoneissakin turvealustal-
la. Kuparin kasvi ottaa Cu2+ -kationina. Ravintoalustaan kupari lisätään 
kuparisulfaattina (CuSO4 x 5H2O). Useimmille kasveille riittävä määrä on 
vain 0,025 mg kuparisulfaattia litraa kohden. (Kyte & Kleyn 1996, 66; 
Pankakoski 2003, 81.) 
 
Molybdeeni on kasveille välttämätön typen käytön kannalta, sillä sitä tar-
vitaan typpiaineenvaihdunnan entsyymireaktioihin. Molybdeenin puute 
aiheuttaa samankaltaisia oireita kuin typen puute. Yleisiä puutosoireita 
ovat lehtien kellastuminen ja vaalea väri sekä heikko kasvu. Kukkakaali 
tarvitsee molybdeenia muita kasveja runsaammin ja sillä puutos näkyy ka-
peina ja poimuisina lehtinä. Molybdeenin kasvi ottaa molybdaattianionina 
2
4MoO . Molybdeeni on kasveille tarpeellisempaa emäksisessä maaperässä 
kuin happamassa maaperässä. Ravintoalustaan molybdeeni lisätään natri-
ummolybdaattina (Na2MoO4 x 2H2O). (Haapala ja Niskanen 1992, 41; 
Kyte & Kleyn 1996, 66; Pankakoski 2003, 81.) 
 
Boori on kasveille välttämätön, vaikka sen toimintatapa onkin epäselvä. 
Boorilla on tärkeä rooli mm. sokerin, veden ja hormonien liikkumisessa. 
Sitä tarvitaan myös solunjakautumisessa, typpiaineenvaihdunnassa sekä 
siementen, hedelmien ja siitepölyn kehityksessä. Boorin puute näkyy eri 
tavoin eri kasveilla, mutta se aiheuttaa yleensä kasvupisteiden ym. paikal-
listen solukkojen kuolemista. Boorin kasvi ottaa boraatti-anionina mm. 

32BOH . Liian suuri määrä booria voi aiheuttaa kasvin vahingoittumisen 
tai kuolemisen ja siksi jotkut rikkakasvien torjunta-aineet ovat boraatteja 
B(O)3. Ravintoalustaan boori lisätään boorihappona (H3BO3). (Kyte & 
Kleyn 1996, 66; Haapala & Niskanen 1992, 41; Pankakoski 2003, 81.) 
 
Kloori on välttämätön kasvulle ja se on mukana mm. fotosynteesissä. 
Kloorinpuutos aiheuttaa kasvissa lehtien kellastumista ja kuolemista. Kas-
vit tarvitsevat klooria hyvin pieniä määriä. Silti joihinkin ravintoalustoihin 
lisätään runsaasti kalsiumkloridia, jolloin kloorin määrä tarpeeseen nähden 
on suuri. Useimmat kasvit kuitenkin sietävät sitä ilman, että se aiheuttaisi 
ongelmia. Kloorin kasvi ottaa Cl- -anionina. Ravintoalustassa kloori on 
makroravinteiden klorideina. (George ym. 90; 2008, Haapala & Niskanen 
1992, 41; Kyte & Kleyn 1996, 66.)   
 
Koboltti on osana B12 –vitamiinia sekä tarpeellinen typensidonnassa. Se 
saattaa olla oleellinen ravinne joillekin kasveille ja siksi sitä on lisätty 
useisiin ravintoalustoihin. Alustoissa se on kobolttikloridina (CoCl2 x 6 
H2O). (George ym. 2008, 95; Kyte & Kleyn 1996, 66.) 
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Jodi on joidenkin aminohappojen rakennusaine, mutta sitä ei silti yleensä 
pidetä olennaisena osana kasvun kannalta. Jodia kuitenkin lisätään useim-
piin ravintoalustoihin kaliumjodidina (KI). Joitakin alppiruusuja (Rhodo-
dendron) lisättäessä se on ollut haitallinen, joten niiden ravintoalustasta se 
kannattaa jättää pois. (Kyte & Kleyn 1996, 66.) 
 
Nikkelin ei ole uskottu olevan välttämätön ravinne kasvien kasvun kannal-
ta, mutta kokeiden perusteella se on olennainen ainakin joillekin palko-
kasveille. Nikkeliä ei kuitenkaan yleensä lisätä ravintoalustoihin. Lisäksi 
agar itsessään sisältää sitä kohtalaisen paljon. Alumiini taas on tarpeelli-
nen ainakin joillekin saniaisille, mutta sitä ei silti yleensä käytetä ravinto-
alustoissa. Maankuoren toiseksi yleisin alkuaine on pii (Si). Myös sen on 
osoitettu olevan hyödyllistä kasveille. Se näyttäisi lievittävän kasvien 
stressiä. Piitäkään ei yleensä lisätä ravintoalustoihin. (George ym. 2008, 
96–97.) 
3.2.2 Kasvihormonit ja kasvuaineet 
Pankakosken (2003, 117) mukaan kasvihormonit ovat kasvin itsensä val-
mistamia aineita, jotka kulkeutuvat myös syntypaikkansa ulkopuolelle ja 
vaikuttavat jo hyvin pieninä pitoisuuksina kasvin elintoimintoihin. Hor-
monien määrä kasveissa onkin todella pieni, vain tuhannesmiljoonasosia 
niiden tuorepainosta. Tämä tarkoittaa muutamia milligrammoja kasviton-
nia kohden. Mikroviljelyssä käytetään luonnon kasvihormoneja sekä syn-
teettisiä hormoneja, joiden avulla saadaan ohjattua kasvua haluttuun suun-
taan (Haapalan & Niskanen 1992, 42). 
 
Kasvihormonit voivat edistää tai ehkäistä kasvua, kasvinosien erilaistu-
mista ja muita kehitystapahtumia. Kasvihormonien vaikutustapa riippuu 
niiden määrästä ja eri kasvihormonien pitoisuuksien keskinäisistä suhteis-
ta. Koska kasvihormonit ovat kemialliselta rakenteeltaan erilaisia, myös 
niiden vaikutustapa on erilainen. Kasvihormoneja ovat auksiinit, gibberel-
liinit, sytokiniinit, abskissihappo ja etyleeni. Yleensä auksiinit, gibberellii-
nit ja sytokiniinit edistävät kasvua. Kasvun ehkäisijä eli inhibiittori on 
abskissihappo. Etyleeni on hyvin erilainen kuin muut kasvihormonit, kos-
ka sitä voi syntyä missä tahansa kasvinosassa ja koska sitä joutuu kasvei-
hin ilman mukana toisista kasveista tai vaikkapa auton pakokaasuista. Sik-
si se ei olekaan varsinainen kasvihormoni, vaikka se hormonien tapaan 
vaikuttaakin kasvin kehitykseen jo todella pieninä pitoisuuksina. Etyleeni 
aiheuttaa kasveissa kaikenlaista vanhenemista. (Pankakoski 2003, 117–
118, 123.) 
 
Kasvihormoneista pisimpään tunnettu ryhmä on auksiinit. Siihen kuuluu 
useita yhdisteitä, joita kasveista on löydetty toistakymmentä. Yleisin kas-
veissa esiintyvä auksiini on indolyylietikkahappo (IAA), joka on myös 
eniten mikrolisäyksessä käytetty luonnonauksiini. Kasvissa auksiineja 
syntyy nuorissa kasvinosissa, joissa on kasvavaa solukkoa ja ne kulkeutu-
vat elävästä solusta toiseen siten, että niiden suunta on elimen kärjestä ty-
veä kohti. Auksiinit voivat kulkeutua myös johtosolukoissa nila- ja putki-
lovirtauksen mukana, minkä vuoksi esimerkiksi rikkakasvintorjunta-
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aineissa olevat synteettiset auksiinit leviävät koko kasviin. (Pankakoski 
2003, 118–119.) 
 
Auksiinien selvimmin todettava ja yleisin vaikutus on pituuskasvun edis-
täminen. Jokaisessa kasvinosassa kasvuun tarvittava auksiinipitoisuus on 
erisuuruinen. Esimerkiksi pitoisuus, joka juurissa olisi liian suuri ja la-
mauttaisi niiden kasvua, ei varsien kärjissä olisi kuin vähän yli minimitar-
peen. Auksiini estää myös kärkisilmun alapuolisten hankasilmujen puh-
keamisen. Pituuskasvun lisäksi auksiineilla on monia muitakin vaikutuksia 
kasveissa. Ne toimivat myös yhdessä muiden kasvihormonien kanssa ja 
vaikuttavat entsyymien ja muiden valkuaisaineiden sekä nukleiinihappojen 
muodostumiseen. Myös auksiinipitoisuuksien vaihtelut saavat aikaan kas-
vin elintoiminnoissa muutoksia. Esimerkiksi kasvinosien taipumisliikkeet 
johtuvat auksiinipitoisuuksien paikallisista muutoksista. Ravintoalustoilla 
auksiineja käytetään juurten tai verson kasvun aikaansaamiseksi. IAA:n li-
säksi käytetään keinotekoisia auksiineja, joista yleisimpiä ovat 1-
naftaleenietikkahappo (NAA), indolivoihappo (IBA) ja 2,4-
diklorfenoksietikkahappo (2,4-D). IAA, NAA ja IBA ovat usein käytössä 
juurrutusvaiheessa. 2,4-D;tä käytetään yleensä, jos halutaan kasvattaa kal-
lusta. (Haapala & Niskanen 1992, 42; Kyte & Kleyn 1996, 69; Pankakoski 
2003, 119–120.) 
 
Luonnosta on löydetty vain muutamia sytokiniinejä. Tällaisia ovat isopen-
tenyladeniini (IPA) ja zeatiini, joita käytetään mikrolisäyksessä. Synteetti-
sesti on valmistettu joitakin samantapaisia, kuten kinetiini ja bentsyy-
liaminopuriini (BAP). Kasvissa sytokiniinit syntyvät jakautuvissa solu-
koissa. Tällaisia on esimerkiksi juurissa sekä kehittyvissä siemenissä ja 
hedelmissä. Yhdessä auksiinien ja gibberelliinien kanssa sytokiniinit vai-
kuttavat soluliman ja tuman rakennusaineiden synteeseihin ja erityisesti li-
säävät solujen jakautumista ja siten myös kasvua. Sytokiniineilla on kas-
veihin piristävä vaikutus ja niillä voidaankin esimerkiksi keskeyttää silmu-
jen ja siementen lepotila ja hidastaa kasvin ikääntymistä. Juurten muodos-
tusta voidaan estää ja versojen kasvua edistää pitämällä ravintoalustan sy-
tokiniinipitoisuus 1 – 10 mg/l. (Haapala & Niskanen 1992, 42; Pankakoski 
2003, 122.) 
 
Gibberelliinejä tunnetaan noin 60, mutta ne eivät eroa paljoakaan toisis-
taan. Yleisin on GA3-gibberelliinihappo. Gibberelliinejä syntyy nuorissa 
kasvinosissa ja ne vaikuttavat samantapaisesti kuin auksiinit ja myös yh-
dessä niiden kanssa. Gibberelliinit vaikuttavat kasvin kasvuun ja kehityk-
seen monella tavalla, koska ne liittyvät solujen perustoimintoihin. Näky-
vimmin ne vaikuttavat varren pituuskasvuun. Mikrolisäyksessä voidaan 
käyttää GA3-gibberelliinihappoa versojen pituuskasvun edistämiseksi. Ra-
vintoalustoihin lisätään joskus adeniinisulfaattia, joka vaikuttaa sytokinii-
nien tavoin. Toisinaan mikrolisäyksessä käytetään myös muita kasvua sää-
televiä aineita, joita ovat esimerkiksi etyleeni, polyamiinit ja urean joh-
dannaiset. (Haapala & Niskanen 1992, 42; Pankakoski 2003, 121.) 
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3.2.3 Sokerit ja muut aineet 
Mikrolisäysoloissa kasvit eivät pysty yhteyttämään normaalisti, joten ra-
vintoalustassa pitää olla hiilen lähde, josta ne saavat energiaa. Siksi alus-
toihin lisätään sokeria, joka useimmiten on sakkaroosia. Kun alustat käsi-
tellään autoklaavissa, hajoaa sakkaroosi osittain glukoosiksi ja fruktoosik-
si. Ravintoalustoissa käytetään sakkaroosin lisäksi esimerkiksi fruktoosia, 
glukoosia, maltoosia ja sorbitolia. Sokeri myös säätelee alustan osmoottis-
ta potentiaalia. (Haapala & Niskanen 1992, 41.) 
 
Ravintoalustat kiinteytetään yleensä agarilla, joka on levästä valmistettua 
jauhetta, joka liukenee veteen. Koska agar on luonnontuote, sisältää se 
monia orgaanisia ja epäorgaanisia aineita, joista voi olla haittaa solukko-
viljelyssä. Siksi sen valintaan kannattaa kiinnittää huomiota. Ravintoalus-
toissa voidaan käyttää agarin sijasta muitakin aineita, kuten selluloosaa, 
vaahtomuovia, gelriittiä tai lasihelmiä. (Haapala & Niskanen 1992, 40.) 
 
Vitamiinit ovat välttämättömiä kasvin kehitykselle ja kasvulle. Normaalis-
ti kasvit pystyvät itse tuottamaan tarvitsemiansa vitamiineja, mutta mikro-
viljelyssä se ei aina onnistu. Siksi ravintoalustaan yleensä lisätään vesi-
liukoisia B-ryhmän vitamiineja ja joskus myös C-vitamiinia. Joissain ra-
vintoalustoissa käytetään myös E-vitamiinia. Vitamiinien tarve alustoissa 
on hyvin pieni, vain noin 0,1 – 1 mg/l, paitsi inositolin tarve, jota tavalli-
sesti lisätään 100 – 200 mg/l. Ravintoalustaan voidaan lisätä myös muita 
aineita, kuten aminohappoja orgaanisen typen lähteiksi ja aktiivihiiltä es-
tämään myrkyllisten aineiden vaikutusta. (Haapala & Niskanen 1992, 43; 
Kyte & Kleyn 1996, 67–68.) 
3.3 Mikrolisäyksen eri vaiheet 
Mikrolisäyksen ensimmäinen vaihe on aloitus. Ensin on valittava kasvi, 
jolla on parhaat perinnölliset ominaisuudet, joita halutaan lisätä. Emokas-
vin tulee olla terve, täysikasvuinen ja sen vesitasapainon on oltava kun-
nossa. On hyvä, jos se ei kärsi muustakaan stressistä, kuten esimerkiksi 
liiallisesta valosta tai tuulesta. Mikrolisäyksen onnistumiseen vaikuttaa 
kasvin ikä sekä se, mistä kohtaa kasvia lisäysmateriaali on otettu. Kasveis-
sa on eri-ikäisiä solukoita. Puutumattomista, nuorista kasvinosista lisäys 
onnistuu usein helpommin kuin puutuneista, vanhoista osista. Vanhoista 
kasveista kannattaakin ottaa lisättäväksi nuorimpia oksia. Jos mahdollista, 
voi vanhasta kasvista tehdä vartteen, josta kasvihuonekasvatuksen jälkeen 
voi aloittaa mikrolisäyksen. Merkitystä on myös sillä, mistä kohtaa kasvia 
aloituspalat on otettu. Joskus kärkisilmut voivat lähteä kasvuun paremmin 
kuin sivusilmut tai joidenkin kasvien mikrolisäys onnistuu parhaiten esi-
merkiksi juurivesoista. Aineiston hankinta-ajankohta riippuu kasvista ja 
siitä, mistä kohtaa kasvia materiaali kerätään. Yleensä aikainen kevät on 
paras aloitusaika. Toinen useille kasveille sopiva ajankohta on keskitalvi. 
Silloin kasvit ovat talvihorroksessa ja niistä kerättyjä oksia voidaan säilyt-
tää pakastimessa jopa kuukausia. (Haapala & Niskanen 1992, 51, 59; 
Hartmann ym. 2002, 644–645.)  
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Mikrolisäys aloitetaan kasvimateriaalin steriloinnilla. Aloitusmateriaalin 
pinnassa olevat mikro-organismit pyritään tuhoamaan erilaisilla aineilla, 
kuten alkoholilla, natrium- tai kalsiumhypokloriitilla tai elohopeakloridil-
la. Eri kasveilla käytettävät liuosvahvuudet ja vaikutusajat vaihtelevat nii-
den tarpeiden mukaan. Jos pintasterilointi on liian voimakas, viljelmä kuo-
lee jo aloitusalustalla. Joskus viljelmien aloittaminen talvella voi auttaa 
siihen, jos kontaminaatioista on paljon haittaa. Kasveissa on usein myös 
sisäisiä infektioita, joihin pintasterilointi ei tehoa. Silloin voidaan kokeilla 
viruspuhdistusmenetelmää, jolloin kasville tehdään esimerkiksi lämpö- tai 
kylmäkäsittely. Tällöin olosuhteet ovat sellaiset, että viruksen kasvu hidas-
tuu tai lakkaa kokonaan, mutta kasvin on tarkoitus pysyä hengissä ja kas-
vattaa uutta solukkoa. Siten käsittelyn aikana kasvaneet uudet kasvinosat 
säilyvät puhtaina taudinaiheuttajista ja niistä voidaan aloittaa mikroviljel-
miä. (Haapala & Niskanen 1992, 24–25, 35–36, 52, 59; Hartmann ym. 
2002, 645–646.) 
 
Aloitusmateriaalin steriloinnin jälkeen se preparoidaan ja jokainen aloi-
tuspala asetetaan kasvamaan omalle alustalleen. Tällä tavoin pyritään vält-
tämään infektioiden leviäminen. Ravintoalustan koostumus riippuu kasvin 
vaatimuksista. Tarkoituksena on saada aloituspala tuottamaan uutta kasvua 
ja siksi alustan sytokiniinipitoisuus on korkea. Yleensä aloitusvaiheeseen 
kuluu noin kuusi viikkoa, mutta joillain puuvartisilla kasveilla siihen voi 
mennä jopa vuosi. Aloitusvaihe on onnistunut, kun kasvua on havaittavis-
sa. (Hartmann ym. 2002, 646.) 
 
Mikrolisäyksen toinen vaihe on monistaminen, jonka tarkoituksena on 
saada viljelmä kasvattamaan uusia versoja, mutta ei lainkaan juuria. Ra-
vintoalustan kasvihormonien välisellä suhteella saadaan ohjattua kasvua 
haluttuun suuntaan. Siksi monistusalustan sytokiniinipitoisuus on korkea 
verrattuna auksiiniin. Kasveilla on laji- ja lajikekohtaisia vaatimuksia 
myös monistusalustan koostumuksen suhteen, joten usein sopivin alusta 
löytyy vain kokeilemalla. Monistuneet versot jaetaan useiksi yksittäisiksi 
versoiksi ja laitetaan uudelleen monistumaan. Viljelmää kasvatetaan taas 
muutamia viikkoja, jolloin versoista on kehittynyt lisää uusia versoja, jot-
ka jaetaan ja asetetaan kasvamaan. Tällä tavoin viljelmää monistetaan, 
kunnes saadaan haluttu määrä kasveja. (Hartmann ym. 2002, 646 – 647.) 
 
Mikrolisäyksen kolmas vaihe on juurruttaminen, jossa monistuneet kas-
vinversot saadaan tuottamaan juuria. Juurrutus voidaan tehdä joko in vitro 
tai ex vitro. In vitro -juurrutus tapahtuu laboratorio-olosuhteissa ravinto-
alustalle, jonka koostumuksella ohjataan versot kasvattamaan juuria. Siksi 
alustan auksiinipitoisuus on korkea verrattuna sytokiniinipitoisuuteen. Ex 
vitro –juurrutuksessa kasvit juurrutetaan esimerkiksi turpeessa, vermikulii-
tissa tai kivivillassa. Useilla kasveilla lyhyt auksiinikäsittely ennen juurru-
tusta parantaa tulosta. Versojen tyvet voidaan esimerkiksi kastaa auksiini-
jauheeseen ennen pistämistä turpeeseen. Kasvit tarvitsevat edelleen korke-
an ilmankosteuden, jotta eivät kuivu. (Hartmann ym. 2002, 649 – 650.) 
 
Kun versoihin on kasvanut juuria, siirrytään mikrolisäyksen neljänteen 
vaiheeseen eli karaisuun. Mikrolisäyksen kriittisin vaihe on yleensä mik-
rotaimien siirtäminen juurrutusalustalta normaalille kasvualustalle. Mikro-
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lisäysolosuhteissa taimet jäävät heikommiksi kuin luonnossa, eikä niillä 
ole lehdissään vahapeitettä eikä karvoitusta, jotka suojaisivat haihtumisel-
ta. Tällaiset taimet ovat herkkiä kuivumiselle, koska ne ovat tottuneet kor-
keaan ilmankosteuteen. Versojen juuriin tarttunut agar huuhdotaan pois, 
jonka jälkeen taimet voidaan istuttaa multaan tai muulle sopivalle kasvu-
alustalle. Kasveja on käsiteltävä huolellisesti, jotta ne eivät pääse kuivu-
maan. Pienet taimet on syytä istuttaa aluksi hallittuihin olosuhteisiin, jol-
loin ilmankosteus ja lämpötila voidaan pitää haluttuina. Kasvien päälle 
voidaan laittaa suojaava peite, jota aluksi raotetaan kerrallaan vain vähän 
ja lyhyen ajan. Peitettä raotetaan joka päivä hieman enemmän ja lopulta se 
poistetaan kokonaan. Tällä tavoin taimet totutetaan vähitellen matalam-
paan ilmankosteuteen ja suurempaan valon määrään, jotta ne selviäisivät 
normaaleista kasvuolosuhteista. (Haapala & Niskanen 1992, 54–57; Hart-
mann ym. 2002, 650–651.) 
3.4 Aseptinen työskentely 
Haapalan ja Niskasen (1992, 33–36) mukaan tarkat työskentelyohjeet ovat 
tärkeitä, jotta mikro-organismit eivät pääsisi leviämään solukkoviljelyalus-
toilla. Ennen kuin mikrolisäystä voidaan aloittaa, on laminaarikaapin olta-
va steriili. Siksi se pyyhitään kokonaan sisäpuolelta 70 % alkoholilla, eikä 
siellä saa työskennellä ennen kuin kaapin käynnistämisestä on kulunut 30 
minuuttia. Myös muut työtilat pidetään siisteinä. Mikrolisäyksessä käyte-
tyt työvälineet on steriloitava aina ennen käyttöä. Siihen voidaan käyttää 
tarpeen mukaan vaikkapa lämpökaappia tai autoklaavia. Autoklaavi on lai-
te, joka steriloi paineen ja kuuman höyryn avulla. Myös laminaarikaapissa 
työskenneltäessä työvälineet on steriloitava aina välillä, joka voidaan teh-
dä esimerkiksi kastamalla välineet 70 % alkoholiin ja liekittämällä. Myös 
työntekijä voi aiheuttaa kontaminaatioita viljelmiin, joten työskenneltäessä 
laminaarikaapissa pitää kädet pyyhkiä 70 % alkoholilla tai antiseptisella 
puhdistusaineella aina, jos on koskettu johonkin steriloimattomaan esinee-
seen. 
 
Kasvatusalustojen on oltava steriilejä, koska muuten ne olisivat hyvä alus-
ta myös mikrobeille. Ravintoalustat annostellaan astioihin, kuten koeput-
kiin tai lasipurkkeihin, jonka jälkeen ne autoklavoidaan. Kasvatusalustat 
voi myös autoklavoida suurehkoina erinä ja jakaa vasta sen jälkeen astioi-
hin. Mutta silloin annostelu pitää tehdä steriilisti laminaarikaapissa. Auto-
klavoinnista voi olla haittaa, jos se kestää liian pitkään, koska se aiheuttaa 
kemiallisia reaktioita alustoissa. Jotkin kemikaalit eivät kestä kuumenta-
mista, joten ne suositellaan steriloitavaksi steriilisuodattimella. (Haapala 
& Niskanen 1992, 33–36.) 
3.5 Mikrolisäyksen etuja ja rajoituksia 
Mikrolisäys on tehokas kasvien lisäystapa, jolla saa tuotettua runsaasti ja 
nopeasti uusia taimia pienestäkin lähdemateriaalista. Mikrolisäyksellä saa 
kloonattuja, perimältään samanlaisia kasviyksilöitä, joka takaa sen, että 
emokasvin ominaisuudet, (kuten taudinkestävyys, lehtien väri ja muoto, 
suuret hedelmät ym.) siirtyvät uusiin kasveihin. Mikrolisäyksen etuihin 
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kuuluu myös se, että sillä voidaan mahdollisesti pelastaa harvinaisia kas-
veja. Kaikkia kasveja ei myöskään ole helppoa tai lainkaan mahdollista li-
sätä perinteisin menetelmin, jolloin mikrolisäys voi olla ainoa vaihtoehto 
sellaisten kasvien lisäämiseksi. Mikrolisäys on hyvä lisäyskeino esimer-
kiksi kasveille, joiden siemeniä on hankala saada itämään muissa oloissa. 
(George ym. 2008, 30; Macdonald 1996, 597.) 
 
Mikrolisätyt taimet vievät paljon vähemmän tilaa kasvatusastioineen kuin 
sama määrä pistokaslisättyjä taimia kasvihuoneessa. Siten säästetään tilaa 
ja energiaa. Kasvihuoneessa olevia kasveja pitää kastella ja hoitaa, mutta 
mikrolisätyt taimet on vain siirrostettava aina tietyin väliajoin. Mikro-
lisäysviljelmä voidaan aloittaa mihin vuodenaikaan tahansa. Viljelmät säi-
lyvät varastossa pitkiäkin aikoja, siten taimituotanto voidaan aloittaa ha-
luttuna ajankohtana. Tällä tavoin voidaan säännöstellä tuotantoa kysynnän 
mukaan. Lisäysmenetelmä vaikuttaa myös kasvien laatuun, sillä mikro-
lisäyksellä saadaan yleensä elinvoimaisempia taimia. Ne ovat usein 
enemmän haarovia ja niiden pistokasjuurtuvuus on parempi kuin perintei-
sillä menetelmillä lisätyillä kasveilla. Mikrolisäyksen avulla voidaan myös 
lisätä virusvapaita kasveja. (Haapala & Niskanen 1992, 25, 27–28.) 
 
Mikrolisäyksen huono puoli on sen korkea hinta alussa, sillä mikrolisäys-
laboratoriossa tarvitaan kalliit laitteet ja koulutettu henkilökunta. Ennen 
mikrolisäyslaboratorion perustamista on hyvä miettiä tarkkaan sen talou-
dellista kannattavuutta. Mikrolisäystä ei kannata tehdä sellaisille kasveille, 
joita voidaan lisätä halvemmilla menetelmillä, kuten esimerkiksi siemen-
lisäyksellä. Kaikkia kasvilajeja tai lajikkeita ei pystytä lisäämään mikro-
lisäyksellä. Taloudellista tappiota voi aiheutua myös lisäysmateriaalin 
kuolemisesta. Joskus markkinoille voi tulla ylitarjontaa, joka laskee taimi-
en hintaa. Sellaisessa tilanteessa mikrolisäys tuottaa tappiota, jos mikro-
lisätyn taimen tuotantokustannukset ovat suuremmat kuin myynnistä saatu 
hinta. (Macdonald 1996, 599–600.) 
 
Myös mikrolisätyissä kasveissa esiintyy joskus eroja emokasviinsa verrat-
tuna. Se on somaklonaalista muuntelua, jonka takia kasvit eivät olekaan 
samanlaisia. Siitä voi toisinaan olla hyötyä, jos poikkeava yksilö onkin 
ominaisuuksiltaan sellainen, että sitä halutaan jatkossa lisätä. Joillakin 
kasveilla esiintyy plagiotropiaa, joka tarkoittaa sitä, että oksasta aloitettu 
mikrolisätty taimi käyttäytyy kuin oksa. Se on vaikeuttanut erityisesti van-
hojen havupuiden mikrolisäystä. (Haapala & Niskanen 1992, 29, 58.) 
3.6 Leppien mikrolisäys 
Useiden leppien mikrolisäystä on tehty onnistuneesti. Esimerkiksi sulka-
harmaalepän (Alnus incana ’Laciniata’) mikrolisäyksessä suositellaan käy-
tettäväksi WPM-alustaa, johon on lisätty 1,0 mg/l bentsyladeniinia (BAP) 
ja 0,01 mg/l naftaleenietikkahappoa (NAA). Alustan sokerina käytetään 25 
g/l sakkaroosia, agaria on 7,5 g/l ja adeniinisulfaattia 20 mg/l. Toinen ko-
keilunarvoiseksi mainittu alusta on myös WPM-alusta, mutta siinä on 
BAP:ia 0,5 mg/l ja sokerina glukoosia 15 g/l. Sitä voidaan käyttää myös 
monistuksessa. Tutkimuksesta saadun tuloksen perusteella monistusalus-
taksi kuitenkin ensisijaisesti suositellaan alustaa, joka on WPM-alusta, jo-
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hon on lisätty BAP:ia 0,5 mg/l ja indolyylietikkahappoa (IAA) 0,5 mg/l. 
Sokerina on käytetty fruktoosia 15 g/l. Lisäksi alusta on sisältänyt adenii-
nisulfaattia 20 mg/l ja agarin määrä on ollut 7,5 g/l. Tämän ohjeen mukaan 
valmistettiin myös yksi tässä opinnäytetyössä käytetty monistusalusta. 
Sulkaharmaaleppää on monistettu myös alustalla, joka on muuten saman-
lainen kuin äskeinen, mutta fruktoosin sijaan siinä on sokerina glukoosia 
15 g/l. (Haapala & Niskanen 1992, 64, 67.) 
 
Tremblay & Lalonde (1984, 189–190, 192–193) ovat tutkineet seitsemän 
leppälajin mikrolisäystä. Heidän mukaansa aikaisemmin on raportoitu ter-
valepän (Alnus glutinosa), A. crispa –lepän ja oregoninlepän (A. rubra) 
mikrolisäyksestä. Nämä ovat mukana myös heidän tekemässään tutkimuk-
sessa. Muut lajit ovat harmaaleppä (A. incana), japaninleppä (A. japonica), 
sitkanleppä (A. sinuata) sekä pensasleppä (A. viridis). Lisäysmateriaalina 
oli käytetty kasvussa olevien versojen kärkiä, jotka oli kerätty toukokuus-
sa. Emokasvit olivat kaksivuotiaita. Kasvatushuoneessa lämpöjakso oli 
26/22 C ja valojakso 16/8 (päivä/yö). Ravintoalustana oli käytetty MS-
alustaa, jossa sakkaroosia oli 3 % (30 g/l), Difco-Bacto agaria 0,7 % (7 
g/l) ja pH oli 5,5. Tutkimuksessa oli kokeiltu erilaisia kasvihormoneja. 
Jossakin alustassa oli 1 μM BAP:ia ja 0,5 μM IBA:a, toiseen alustaan oli 
lisätty 2,5 μM BAP:ia. Näillä alustoilla kokeessa käytetyt lepät olivat läh-
teneet kasvuun. Tutkimuksessa oli monistusalustana kokeiltu MS-alustaa 
eri ravinnepitoisuuksilla, WPM-alustaa sekä esimerkiksi Nakatan & Take-
ben alustaa ja Blaydesin alustaa. WPM-alusta oli antanut hyvän tuloksen 
tervalepällä, mutta A. crispa -lepälle se ei ollut sopinut. Blaydesin alusta 
taas oli ollut hyvä A. crispa -lepälle, mutta huono tervalepälle. MS-alusta 
oli näillä kummallakin toiminut silti paremmin kuin WPM-alusta tai 
Blaydesin alusta. Monistusalustalla BAP 2,5 μM oli antanut hyvän tulok-
sen A. crispa –lepällä, tervalepällä, oregoninlepällä, sitkanlepällä ja pen-
saslepällä. Sen sijaan harmaalepälle ja japaninlepälle BAP 1 μM oli ollut 
parempi 
 
Myös eri sokereiden soveltuvuutta monistusalustaan on tutkittu. Testissä 
oli käytetty MS-alustaa, jossa oli 2,5 μM BAP:ia. Paitsi harmaalepän ja 
japaninlepän alustassa BAP:ia oli vain 1 μM. Sokerin laatua ja määrää oli 
vaihdeltu. Lepät, joiden alustassa ei ollut sokeria lainkaan, kuolivat kuu-
dessa viikossa. Samoin kävi niille lepille, joiden alustassa sokerina oli pel-
kästään mannitolia. Lepät eivät siis pysty käyttämään mannitolia aineen-
vaihdunnassaan. Fruktoosi oli pitänyt viljelmät elossa kokeen ajan, mutta 
lehtien kehitys oli pysähtynyt. Sakkaroosi ja glukoosi olivat vaikuttaneet 
parhailta vaihtoehdoilta. Lajista riippuen sopivat määrät olivat olleet joko 
87 mM tai 175 mM.  Tervalepälle oli sopinut parhaiten sakkaroosi, kun 
muut lajit kasvoivat paremmin, jos alustassa oli glukoosia. (Tremblay & 
Lalonde 1984, 190, 193–194.) 
 
Tervalepän, harmaalepän, japaninlepän, oregoninlepän ja A. crispa –lepän 
kaupallista mikrolisäystä ovat tutkineet Périnet & Tremblay (1987, 225–
228), jotka ovat käyttäneet osittain samoja menetelmiä kuin Tremblay & 
Lalonde tutkimuksessaan vuonna 1984. Uudessa tutkimuksessa ravinto-
alustan NaFeEDTA oli korvattu Sequestrene 330 Fe:lla, jota alustaan oli 
laitettu 70 mg/l. Se auttoi kärkien kellastumiseen, jota oli monistusvai-
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heessa tapahtunut käytettäessä NaFeEDTA:aa. Monistusalustassa oli käy-
tetty 2,5 μM BAP:ia muilla kuin A. crispa –lepällä, jonka alustassa sitä oli 
5 μM. Harmaalepän, japaninlepän ja oregoninlepän monistuksessa MS-
alustan NH4NO3 oli laskettu 500 mg/l. Se vähensi ongelmia, joita oli esiin-
tynyt aikaisemmin. Sellaisia olivat esimerkiksi epämuodostuneet versot ja 
heikko monistuminen. Versot oli siirrostettu monistusalustalla joka neljäs 
viikko. Kokeessa käytetyillä menetelmillä leppien kaupallinen mikrolisäys 
oli mahdollista. 
 
Harmaaleppää on onnistuttu mikrolisäämään aikuisesta puusta. Emokasvi-
na on käytetty 20 – 25 –vuotiaita puita sekä yhtä, joka oli 45 –vuotias. Ra-
vintoalustana oli käytetty MS-alustaa, josta oli jätetty pois kaliumjodidi 
(KI). Raudanlähteenä oli ollut Sequestrene 330Fe:ta 70 mg/l. Sokerina oli 
käytetty 1,5 % (15 g/l) glukoosia. Alustassa oli 0,7 % (7 g/l) Bacto-agaria 
(Difco) ja BAP:ia 2,5 μM. Monistusalustassa NH4NO3:n määrä oli 500 
mg/l, mikä oli jo aikaisemmissa tutkimuksissa harmaalepälle sopivaksi 
havaittu. Mikrolisäystä oli kokeiltu viidelle leppäkannalle, joista kolmelle 
se oli onnistunut. Onnistuneissa viljelmissä emokasvien iät olivat olleet 20 
– 25 vuotta. (Périnet, Vallée & Tremblay 1988, 85–89.) 
 
Tutkimuksissa ei ole ilmennyt yleensä ongelmia, kun eri leppälajeja on 
steriloitu. Poikkeuksena kuitenkin esimerkiksi italianleppä (Alnus corda-
ta), jonka hankasilmuista aloitetussa viljelmässä oli ollut paljon infektioi-
ta. Vaikka enemmän tappiota on tullut siitä, että kyseisen lepän versovil-
jelmä ei ollut onnistunut fenoliyhdisteiden takia. Leppälajeilla on erilaiset 
vaatimukset ravintoalustan suhteen. Sekä MS- että WPM-alustaa on käy-
tetty onnistuneesti leppien mikrolisäyksessä. Tervalepälle ja A. crispa-
lepälle sopii WPM-alusta erinomaisesti verrattuna MS-alustaan, koska sitä 
käytettäessä ne tuottavat vähemmän kallusta ja monistuvat enemmän. 
Leppälajeille ei siis pysty sanomaan yleisiä suosituksia ravintoalustojen 
suhteen, koska eri lajeilla on omia vaatimuksiaan.  Kasvihormoneina on 
käytetty aloituksessa ja monistuksessa usein BAP:ia. Pitoisuudet ovat 
vaihdelleet eri lajien välillä. Esimerkiksi A. crispa –lepälle on käytetty 
BAP:ia 0,1 – 1 μM, kun se on ollut WPM-alustalla, kun taas oregoninle-
pälle on MS-alustalla käytetty BAP:ia 25 μM. (Dhawan 1993, 304–305.) 
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4 AINEISTO JA MENETELMÄT 
Mikrolisäys suoritettiin Lepaan mikrolisäyslaboratoriossa kesän 2008 ai-
kana. Kasvatushuoneessa päivän pituus oli 16 tuntia ja lämpötila noin 24 
C. Kokeessa käytetty lisäysmateriaali haettiin Kumpulan kasvitieteelli-
sestä puutarhasta Helsingistä. Lisättäväksi valittiin kymmenen leppäkan-
taa, joille kokeiltiin kolmea eri aloitusalustaa ja kahta monistusalustaa. 
Useimmille kokeiltiin vain yhtä sterilointimenetelmää, joillekin kahta ja 
yhdelle neljää. Liitteessä 1 on kuvia Kumpulan kasvitieteellisessä puutar-
hassa kasvavista lepistä. 
4.1 Aineiston keruu 
Mikrolisäyksessä käytetty aineisto kerättiin Kumpulan kasvitieteellisestä 
puutarhasta Helsingistä 7.5.2008. Versot leikattiin puista ja laitettiin heti 
vettä sisältäviin astioihin, jotta ne eivät päässeet kärsimään nestehukasta. 
Kaikkiin versoihin merkittiin selkeästi, mistä leppäkannasta ne olivat läh-
töisin. Emokasveiksi pyrittiin valitsemaan mahdollisimman hyväkuntoisia 
leppiä. Kerättyjä oksia säilytettiin Lepaalla huoneenlämmössä astioissa, 
joissa versojen tyvet olivat vedessä. Koko ajan pidettiin myös huoli siitä, 
että oksat eivät sekoittuneet keskenään. 
 
Toinen keruukerta tehtiin 30.6.2008, jolloin aloitusmateriaalia haettiin 
Kumpulan lisäksi Kaisaniemen kasvitieteellisestä puutarhasta. Silloin lep-
pien oksista leikatut versot laitettiin muovisiin pakastepulloihin, joissa oli 
vettä pohjalla. Pullot suljettiin kuljetuksen ajaksi käytännön syistä. Aloi-
tusmateriaalin kunto oli kuitenkin heikko, kun viljelmiä aloitettiin. Osa 
versoista kuoli ennen kuin niille edes oli tehty mitään. Kaikki viljelmät 
kuolivat, jotka tehtiin toisella kerralla kerätystä aineistosta. Toinen keruu 
ja sen materiaalista tehty mikrolisäys ei siis ole mukana tässä opinnäyte-
työssä, jotta se ei vaikuta tuloksiin. Koska näiden viljelmien kuolemisen 
syy oli todennäköisesti se, että versot kärsivät matkalla, kun ne kuljetettiin 
kuumana päivänä suljetuissa pulloissa Helsingistä Hämeenlinnaan. 
4.2 Kumpulan kannat 
Helsingin yliopiston kasvitieteellisissä puutarhoissa Kaisaniemessä ja 
Kumpulassa oli yhteensä 64 leppäkantaa. Eri leppälajeja oli 11 ja tarkoitus 
oli kokeilla jokaisen lajin mikrolisäystä. Kun versoja haettiin, ei kuiten-
kaan löydetty lajeja Alnus fruticosa ja A. pendula. Mikrolisäykseen saatiin 
silti versoja yhdeksästä eri leppälajista, lisäksi pensaslepästä (A. viridis) 
valittiin lisättäväksi kaksi eri kantaa. Siten mikrolisäystä kokeiltiin kym-
menelle leppäkannalle. Opinnäytetyössä käytetyt numerokoodit olivat sa-
mat, joita kasvitieteellinen puutarha käytti. 
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4.2.1 Tervaleppä (Alnus glutinosa, 1998-0186) 
Tervaleppä on yleinen koko Euroopassa ja voi kasvaa jopa 20 metriä kor-
keaksi. Suomessa sitä tavataan Pohjois-Pohjanmaalla ja Kuusamossa asti. 
Se viihtyy kosteilla paikoilla ja veden äärellä, mutta menestyy kuivemmil-
lakin paikoilla. Kasvupaikan tulisi olla aurinkoinen tai puolivarjoinen ja 
runsasravinteinen. Aikuisen tervalepän runko on vahva, ja sen kuori on 
yleensä tummaa ja uurteista. Se tekee tyvivesoja ja kasvaa usein monirun-
koisena. Tervalepän latvus on kupera. Vanhana puun oksisto on mutkai-
nen ja voi tuoda mieleen tammen. Tervalepän tuntomerkkejä on, että nuo-
ret versot ovat kaljuja ja tahmeita, samoin silmut, jotka ovat myös perälli-
siä. Lehdet ovat leveän vastapuikeat, lantto- tai tylppäkärkiset ja suippoty-
viset. Ne ovat tummanvihreitä ja kiiltäviä ja ne voivat olla harvakarvaisia.  
Nuorena lehdet ovat tahmeita. Lehtien koko on 8 – 10 cm. Tervalepän 
eminorkot ovat perällisiä, noin 1,5 cm kokoisia. Kypsyessään ne puutuvat 
ja alkavat muistuttaa käpyä, jolloin niiden koko on 1 – 3 cm. Eminorkot 
ovat aluksi punertavia, mutta muuttuvat vihreiksi. Hedenorkot ovat 2 – 6 
cm pitkiä ja aluksi purppuranvärisiä, mutta muuttuvat keltaisiksi. Kukinta-
aika on helmi-toukokuussa. (Alanko 1993, 106; Alanko 2003, 81; Hämet-
Ahti ym. 1992, 113; Räty 2007, 105.) 
 
Kumpulan tervaleppäkanta 1998-0186 on peräisin Espoon Karvasmäen 
Kirkkojärveltä Glimsinjoen varrelta. Kumpulaan istutettiin kymmenen 
puuta tästä leppäkannasta vuonna 1997. (Helsingin yliopiston kasvitieteel-
linen puutarha, 2008.) Siellä niiden kasvupaikka näytti olevan aurinkoi-
nen. Puut olivat pystykasvuisia ja arviolta noin kymmenen metriä korkei-
ta, useimmissa oli vähintään kaksi runkoa. Kun versoja kerättiin, olivat 
lehdet lähteneet jo hyvin kasvuun. 
 
Kumpikin tervaleppäviljelmä aloitettiin 9.5.2008 (Kuva 1). Lisäysmateri-
aalina käytetyissä versoissa näkyi villakilpikirvoja, joten niistä oli aiheu-
tunut vioituksia. Kun versojen palat oli laitettu aloitusalustoille ja koeput-
kissa oli korkit paikoillaan, laitettiin vielä varmuuden vuoksi parafilmiä 
koeputkien korkkien ympärille. Tämä tehtiin siksi, että jos villakilpikirvo-
ja olisikin selvinnyt steriloinnista, ne eivät olisi päässeet pois koeputkista 
leviämään muualle. Tervalepälle kokeiltiin sterilointeja 1 % 10 min ja 1 % 
15 min. 
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Kuva 1 Tervalepän oksia, joiden versoista mikrolisäys aloitettiin. 
4.2.2 Kamtsatkanleppä (Alnus hirsuta var sibirica, 1994-0990) 
Kamtsatkanleppän luotainen levinneisyysalue on Itä-Aasia, jossa niitä 
kasvaa vuoristometsissä ja jokien rannoilla. Puut voivat kasvaa jopa 20 
metriä korkeiksi, mutta ne voivat myös jäädä pensasmaisiksi. (Pinkka n.d. 
c.)  
 
Kamtsatkanleppäkanta 1994-0990 on peräisin Kiinasta Jilin:in maakun-
nasta. Siellä niiden kasvupaikka on ollut lauhkealla vyöhykkeellä noin 640 
metriä merenpinnan yläpuolella. Ne ovat kasvaneet paikassa, jossa muita 
kasveja ovat olleet lehtikuuset (Larix) ja missä on ollut runsaasti pensaita 
aluskasvillisuutena. Kumpulaan kamtsatkanlepät oli istutettu vuonna 1994. 
(Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 2008.) Siellä ne kasvoivat 
melko aurinkoisella paikalla. Versot kerättiin suurimmasta puusta, koska 
se oli terveimmän näköinen. Muiden puiden rungoissa oli vaurioita. Puun 
korkeudeksi arvioitiin kahdeksan metriä. Myös kamtsatkanlepän lehdet 
olivat kasvaneet jo melko isoiksi, kun keruu tehtiin. 
 
Kaikki neljä kamtsatkanlepän viljelmää aloitettiin 8.5.2008. Versot ja leh-
det olivat hyväkuntoisia. Tosin yhdessä lehdessä oli iso reikä, jonka siihen 
oli syönyt jokin hyönteinen. Tälle lepälle kokeiltiin sterilointimenetelmiä 
1 % 10 min, 1 % 15 min, 2 % 5 min ja 2 % 10 min.  
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4.2.3 Lännenharmaaleppä (Alnus incana subsp. tenuifolia, 1995-0593) 
Lännenharmaalepän luontainen levinneisyysalue on Pohjois-Amerikan 
luoteisosassa. Lännenharmaalepät kasvavat usein vuoristoissa alueilla, jot-
ka ovat 1200 – 2100 metrin korkeudella. Ne viihtyvät erityisesti kosteilla 
paikoilla, kuten jokien varsilla ja voivat muodostaa tiiviitä tiheikköjä. Ne 
sietävät kosteutta, mutta eivät kuivuutta. Lännenharmaaleppä voi jäädä 
pensasmaiseksi tai kasvaa 12 metriä korkeaksi puuksi. Sillä on tumman-
vihreät lehdet ja sen kuori on harmahtavanruskea ja sileä, mutta se muut-
tuu iän myötä punertavanruskeaksi ja rosoiseksi. (Seven Oaks Native Nur-
sery. n.d.) 
 
Brittiläinen Kolumbia Kanadassa on alue, jossa sijaitsee paikka, mistä 
lännenharmaaleppäkanta 1995-0593 on peräisin. Lepät ovat kasvaneet 
metsätien varrella, joka on noin 800 metriä merenpinnan yläpuolella. 
Kumpulaan niitä on istutettu vuonna 1995. (Helsingin yliopiston kasvitie-
teellinen puutarha, 2008.) Siellä niiden kasvupaikka oli melko aurinkoi-
nen. Puut olivat pystykasvuisia, mutta joidenkin yksilöiden alimmat oksat 
kasvoivat sivusuuntaisesti. Puiden lehdet olivat jo kohtalaisen isoja, mutta 
niissä oli paljon hyönteisten aiheuttamia syöntivioituksia. Lehdillä näkyi 
paljon tummansinisiä kuoriaisia. Lisättävät versot otettiin puusta, jonka 
oksat olivat maanmyötäisimmät. 
 
Lännenharmaalepän mikrolisäys aloitettiin 13.5.2008. Lisäysmateriaalin 
käytettävät versot olivat aika huonon näköisiä, sillä ne olivat jostain syystä 
nuutuneita ja niiden lehdissä oli paljon hyönteisten tekemiä vioituksia 
(Kuva 2). Versoista aloitettiin vain yksi viljelmä, jossa käytettiin steriloin-
timenetelmää 1 % 10 min. 
 
 
Kuva 2 Mikrolisäyksessä käytettyjen lännenharmaalepän versojen kunto ei ollut hy-
vä. 
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4.2.4 Japaninleppä (Alnus japonica, 1993-0782) 
Japaninleppäkanta 1993-0782 on peräisin Japanista Hokkaidosta lauhkeal-
ta vyöhykkeeltä ja Kumpulaan puita on istutettu vuosina 1993, 1994 ja 
1996 (Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 2008). Siellä ne 
kasvoivat aurinkoisella paikalla. Versot kerättiin yksilöstä, joka oli ehkä 
nelimetrinen. Sen lehdet olivat jo hyvässä kasvussa. 
 
Japaninlepän mikrolisäys aloitettiin 13.5.2008. Aloitusmateriaali oli hyvä-
kuntoista (Kuva 3). Tälle lepälle kokeiltiin sterilointimenetelmää 1 % 10 
min. 
 
 
 
Kuva 3 Japaninlepän versoja, joista mikrolisäys aloitettiin. 
4.2.5 Sahalininleppä (Alnus maximowiczii, 1993-0576) 
 
Sahalininleppäkanta 1993-0576 on peräisin Japanista Hokkaidosta ja 
Kumpulaan niitä on istutettu vuonna 1993 (Helsingin yliopiston kasvitie-
teellinen puutarha, 2008). Siellä niiden kasvupaikka oli melko aurinkoi-
nen. Puiden oksat olivat aika pystykasvuisia, mutta toisaalta jotkut olivat 
hyvin sivulle suuntautuneita. Puiden kasvutapa oli sellainen, että ne olivat 
leveämpiä ylhäältä kuin alhaalta. Osa lehdistä oli vielä pieniä ja muiden 
leppälajien lehtiin verrattuna ne eivät olleet vielä kasvaneet yhtä paljon 
kuin useimmilla muilla. 
 
Sahalininlepän viljelmät aloitettiin 9.5.2008. Lepän pisimmät uudet versot 
olivat jo noin 3,5 cm pitkiä ja niitä käytettiin mikrolisäysmateriaalina. 
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Joissakin lehdissä oli tuholaisten tekemiä vioituksia ja ainakin kuolleita 
kirvoja, mutta yleisesti ottaen ne olivat hyväkuntoisia (Kuva 4). Steriloin-
timenetelmät, joita kokeiltiin, olivat 1 % 10 min ja 1 % 15 min. 
 
 
Kuva 4 Sahalininlepän versoja, joita käytettiin mikrolisäyksessä. 
4.2.6 Oregoninleppä (Alnus rubra, 1995-0644)  
Oregoninlepän luontaista levinneisyysaluetta on läntinen Pohjois-
Amerikka. Puu kasvaa yleensä 15 – 20 metriä korkeaksi ja sen kuori on si-
leää ja vaaleanharmaata. Lehdet ovat lievästi liuskaisia ja soikeita tai soi-
kean pitkulaisia. Uusi kasvu on punertavaa ja myös eminorkot ovat punai-
sia. (Salmi 1987, 198 – 199.) 
 
Kanadassa sijaitseva Brittiläinen Kolumbia on oregoninleppäkannan 1995-
0644 alkuperäpaikka (Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 
2008). Kumpulassa ne kasvoivat aurinkoisella paikalla. Mikrolisäyksessä 
käytetyt versot leikattiin tyvivesoista, joita oli kasvanut, kun päärunko oli 
poistettu. Tässä vaiheessa lehdet olivat jo hyvässä kasvussa. 
 
Mikrolisäys oregoninlepästä aloitettiin 14.5.2008. Aloitusmateriaalina ol-
leiden oksien lehdissä näkyi vähän pieniä hyönteisten tekemiä reikiä. 
Myös kirvoja sekä villakilpikirvoja huomattiin, mutta silti lehdet näyttivät 
melko hyviltä (Kuva 5). Tälle lepälle kokeiltiin sterilointia 1 % 10 min. 
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Kuva 5 Oregoninlepän versoja, joista mikrolisäys tehtiin. 
4.2.7 Amerikanharmaaleppä (Alnus rugosa, 1994-0047) 
Amerikanharmaalepän luontaista levinneisyysaluetta on Pohjois-amerikan 
koillisosa ja Kanada. Sitä on kasvatettu Keski-Euroopassa koristekasvina, 
jossa se on myös levinnyt ympäristöön. Se viihtyy kosteilla paikoilla. 
Amerikanharmaaleppä kasvaa 2 – 10 metriä korkeaksi. (Pinkka n.d. a.) 
Harmaalepästä sen erottaa kertaalleen sahalaitaisista lehdistä sekä lehti-
hangoissa olevista punaisista karvatupsuista. (Press 1992, 106.) 
 
Amerikanharmaaleppäkanta on peräisin Pohjois-Amerikasta Illinoisista 
(Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 2008). Kumpulassa ne 
kasvoivat aurinkoisella paikalla. Mikrolisäyksessä emokasvina toimineen 
puun korkeus oli arviolta alle kolme metriä ja sen lehdet olivat hyvässä 
kasvussa. Oksat olivat pystykasvuisia, mutta vähän sivulle kaartuvia, joten 
yläosa oli alaosaa leveämpi. 
 
Amerikanharmaalepän viljelmät aloitettiin 9.5.2008. Osassa lehtiä oli 
hyönteisten tekemiä syöntivioituksia, mutta muuten ne olivat hyväkuntoi-
sen näköisiä (Kuva 6). Uudet versot olivat pidentyneet 1 – 3 cm. Ameri-
kanharmaalepälle kokeiltiin sterilointimenetelmiä 1 % 10 min ja 1 % 15 
min. 
 
Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 27
 
Kuva 6 Amerikanharmaalepän mikrolisäyksen aloitusmateriaalia. 
4.2.8 Sitkanleppä (Alnus sinuata, 1995-0517) 
Sitkanleppää esiintyy luontaisesti läntisessä Pohjois-Amerikassa. Sen kas-
vupaikan tulisi olla aurinkoinen. Se viihtyy tuoreilla tai kosteilla mailla, 
jotka ovat hyvin läpäiseviä, ja joissa on kohtalaisesti ravinteita. Sitkanlep-
pä voi kasvaa 3 – 8 metriä korkeaksi puuksi tai pensaaksi. Sen latvus on 
yleensä pallomainen, mutta harva. Uudet versot ovat tahmeita ja aluksi 
karvaisia. Sitkanlepän lehdet ovat toissahalaitaiset ja puikeat ja niiden ko-
ko on 7 – 14 cm.  Päältä ne ovat kellertävänvihreät ja sileät, kun alapuoli 
on vaaleampi. Puu kukkii keväällä ja sen hedenorkot voivat olla jopa 10 
cm pitkiä. Eminorkot ovat perällisiä. (Hämet-Ahti ym. 1992, 116–117.) 
 
Sitkanleppäkannan 1995-0517 alkuperä on Kanadassa sijaitsevassa Britti-
läisessä Kolumbiassa, jossa sen kasvupaikka on ollut 1237 metriä meren-
pinnan yläpuolella (Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 2008). 
Kumpulassa sitkanlepät kasvoivat aurinkoisella paikalla ja niissä oli kau-
niit isot keltaiset hedenorkot. Puiden lehdet olivat vasta puhkeamassa, kun 
materiaalia kerättiin. Mikrolisäyksessä käytetyn emoyksilön korkeus oli 
arvioilta kolme metriä ja sen oksat olivat suurimmaksi osaksi pystykasvui-
set, vaikka jokunen osoittikin sivulle päin. 
 
Sitkanlepän mikrolisäysviljelmät aloitettiin 16.5. ja 26.5.2008. Jo ensim-
mäisellä aloituskerralla oli joissakin lehtien reunoissa pieniä ruskeita koh-
tia, mutta muuten aloitusmateriaali oli hyvässä kunnossa (Kuva 7). Toisel-
la aloituskerralla versojen kunto oli huonompi, sillä ne olivat jostain syys-
tä kärsineet säilytyksestä. Silloin osa uusien versojen kärjistä oli kuollut. 
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Sitkanlepän aloituspalat steriloitiin molemmilla kerroilla käyttäen mene-
telmää 1 % 10 min. 
 
 
Kuva 7 Sitkanlepän versoja, joita käytettiin mikrolisäyksessä, kuvattu 16.5.2008. 
4.2.9 Pensasleppä (Alnus viridis, 2002-0919) 
Pensasleppää kasvaa luontaisesti Keski-Euroopan vuoristoissa. Niiden 
korkeus on yleensä 0,5 – 2 metriä. Uudet versot ovat kaljuja ja tahmeita, 
samoin silmut. Lehdet ovat soikeita, sahahampaisia ja niiden kärki on ly-
hyt ja suippo. Päältä ne ovat tummanvihreitä ja alapuolelta kirkkaanvihrei-
tä. Lehtisuonissa ja suonihangoissa on karvoja. (Hämet-Ahti ym. 1992, 
116.) 
 
Pensasleppäkanta 2002-0919 on peräisin Sveitsistä, jossa sen kasvupaikka 
on ollut noin 1300 metriä merenpinnan yläpuolella. Pensaslepät ovat kas-
vaneet metsäaukean reunapuuna armeijan alueella. Varsinaisen metsän la-
jina on ollut euroopanpyökki (Fagus sylvatica). (Helsingin yliopiston kas-
vitieteellinen puutarha, 2008.) Kumpulassa pensaslepät kasvoivat aurin-
koisella paikalla. Ne olivat kärsineet todennäköisesti talvivaurioita, koska 
osa versojen kärjistä oli kuollut. Silti osassa oksia oli jo pieniä lehtien al-
kuja. Emokasvin korkeus oli ehkä noin metri. Vaikka se oli melko pysty-
kasvuinen, silti osa oksista oli lähes maanmyötäisesti.  
 
Tästä pensaslepästä viljelmät aloitettiin 16.5. ja 27.5.2008. Ennen ensim-
mäisen viljelmän aloitusta joissakin lehdissä oli tuholaisia ja lehtien reu-
noissa pieniä ruskettuneita kohtia. Silti versojen kunto oli yleisesti ottaen 
hyvä (Kuva 8). Kun toinen viljelmä aloitettiin, oli aloitusmateriaalin kunto 
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huonompaa, sillä versot olivat kärsineet säilytyksestä. Molemmissa vil-
jelmissä käytettiin sterilointimenetelmää 1 % 10 min. 
 
 
Kuva 8 Pensaslepän (A. viridis) lisäysmateriaalia 16.5.2008. 
4.2.10 Pensasleppä (Alnus viridis subsp. viridis, 1995-0043) 
Pensasleppä kasvaa luonnonvaraisena Keski- ja Etelä-Euroopassa. Sen 
lehdet ovat yleensä 1 – 5 cm, mutta voivat kasvaa jopa 9 cm pituisiksi. Si-
vusuonia niissä on 5 – 8 paria. Pensasleppä viihtyy tuoreilla tai kosteilla 
mailla, joissa ravinteita on kohtalaisesti. Se kasvaa puolivarjossa tai var-
jossa. (Hämet-Ahti ym. 1992, 116.) 
 
Pensasleppäkanta 1995-0043 on peräisin Itävallasta. Siellä pensaslepät 
ovat kasvaneet paikassa, joka on noin 1750 metriä merenpinnan yläpuolel-
la. (Helsingin yliopiston kasvitieteellinen puutarha, 2008.) Kumpulassa 
pensasleppien kasvupaikka oli aurinkoinen. Silti niiden lehtien kasvu oli 
vasta aluillaan, kun versot kerättiin (Kuva 9). Versoja otettiin kahdesta eri 
emokasvista, joiden korkeudeksi arvioitiin noin kolme metriä. Ne olivat 
pystykasvuisia, mutta niiden uloimmat oksat näyttivät kaatuvilta. Pensai-
den kasvutapa oli sellainen, että ne olivat ylhäältä leveämpiä kuin alhaalta. 
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Kuva 9 Pensaslepän (Alnus viridis subsp. viridis, 1995-0043) versoja Kumpulassa 
7.5.2008. 
Tälle pensaslepälle tehtiin kolme viljelmän aloitusta. 16.5. ja 27.5.2008 
tehtiin viljelmän aloitukset versoista, jotka olivat kasviyksilöstä, jota mer-
kittiin lyhenteellä EMO2. 23.5.2008 aloitettiin viljelmä, jonka versot oli-
vat eri emokasvista ja sitä merkittiin nimellä EMO1. EMO2:sesta kerätyis-
sä oksissa pisimmät uudet versot olivat jopa 5 cm pitkiä, kun taas EMO1:n 
versot olivat kasvaneet enintään 2 cm. Ennen kuin mikrolisäys ehdittiin 
aloittaa EMO1:sestä, oli oksilta päässyt vesi loppumaan, joten osa verso-
jen päistä oli alkanut nuokkua. Kun EMO2:sesta tehtiin ensimmäinen aloi-
tus, oli sen versot hyväkuntoisia (Kuva 10), tosin lehdistä löytyi muutamia 
pieniä hyönteisiä. Mutta kun samoista oksista aloitettiin toinen viljelmä, 
oli versojen kärjet ruskettuneita. Ne siis olivat kärsineet säilytyksestä. 
Kaikissa aloituksissa sterilointimenetelmä oli 1 % 10 min. 
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Kuva 10 EMO2:sesta kerättyjä pensaslepän oksia, jotka olleet hyötymässä huoneen-
lämmössä 7.5. – 16.5.2008. 
4.3 Sterilointimenetelmät 
Kaikki sterilointikokeilut aloitettiin samalla tavalla. Ensin lepän versoja 
katkottiin lyhyemmiksi paloiksi ja niistä poistettiin lehdet. Sitten verson-
palat huuhdeltiin vesijohtovedellä ja niitä harjattiin varovasti hammashar-
jalla. Sen jälkeen ne laitettiin dekantterilasiin, jonne kaadettiin 100 ml io-
ninvaihtovettä. Joukkoon mitattiin 2 – 3 tippaa antibakteerista Erisept-
pesuainetta. Astiaa pidettiin magneettisekoituslevyllä 10 minuuttia. Kun 
aika oli kulunut, kaadettiin versonpalat lävikköön ja huuhdeltiin ioninvaih-
tovedellä. Seuraavaksi ne vietiin laminaarikaappiin eivätkä ne enää pääs-
seet kosketuksiin suodattamattoman huoneilman kanssa. 
 
Aloitusmateriaalin pintasterilointia jatkettiin laminaarikaapissa natrium-
hypokloriitilla (NaOCl), jonka vahvuus oli 1 % tai 2 % riippuen käytetystä 
sterilointimenetelmästä. Versonpalat asetettiin purkkiin, joka oli steriloitu 
lämpökaapissa. Natriumhypokloriittia mitattiin 100 ml ja joukkoon tuli 
myös kolme tippaa Tween 20:tä, joka alentaa pintajännitystä ja siten steri-
lointi vaikuttaa paremmin.  Sterilointia tehostettiin käyttämällä magneet-
tisekoitusta. Purkki suljettiin tiiviisti steriloidulla alumiinifoliolla ja vietiin 
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magneettisekoittajan päälle. Eri sterilointikokeiluissa natriumhypokloriitin 
vaikutusajat olivat 5, 10 ja 15 minuuttia. Kun määrätty aika oli kulunut, 
vietiin purkki takaisin laminaarikaappiin, jossa alumiinifolio voitiin pois-
taa. Natriumhypokloriittikäsittelyn jälkeen palaset huuhdeltiin neljä kertaa 
ioninvaihtovedellä, joka oli steriloitu autoklaavissa. Purkit oli laitettava 
etukäteen valmiiksi, sillä ensimmäinen huuhtelu tehtiin heti, kun natrium-
hypokloriitti oli vaikuttanut tarvittavan ajan. Ensimmäinen huuhtelu oli 
nopea, jonka jälkeen versonpalat siirrettiin seuraavaan huuhteluveteen. 
 
Sterilointi jatkui vielä alkoholikäsittelyllä. Aloituspaloja pidettiin 70 %:n 
etanolissa (Etax) koko ajan pinseteillä sekoittaen. Vaikutusajat olivat eri 
sterilointikokeiluissa 10 ja 20 sekuntia. Kun haluttu aika oli kulunut, ver-
sonpalat siirrettiin välittömästi steriloituun ioninvaihtoveteen. Yksi huuh-
telu siinä oli riittävä. Sen jälkeen aloitusmateriaali oli valmista preparoita-
vaksi. 
 
Lisäysmäteriaalin käytettiin leppien kasvussa olevia versoja, jotka oli ke-
rätty 7.5.2008. Näistä versoista tehtiin aloitukset 8.5. – 27.5.2008. Versoja 
säilytettiin huoneenlämmössä astioissa, joissa oli vettä. Kaikkiin kerättyi-
hin oksiin oli merkitty selväsi, mistä puusta ne oli otettu ja ne myös säily-
tettiin siten, että ne eivät missään vaiheessa voineet seota keskenään. 
 
Sterilointimenetelmiä oli neljä, joista käytettiin lyhenteitä 1 % 10 min, 1 
% 15 min, 2 % 5 min ja 2 % 10 min. Näissä oli eroja NaOCl:n pitoisuu-
dessa sekä vaikutusajassa, kuten myös loppuvaiheessa tehdyn alkoholikä-
sittelyn vaikutusajassa. Muuten steriloinnit tehtiin siis samalla tavalla. Ste-
rilointimenetelmässä 1 % 10 min käytettiin 1 % NaOCl:a, jossa versojen 
paloja pidettiin 10 min ja steriloinnin lopussa olevan alkoholikäsittelyn pi-
tuus oli 20 sekuntia. Sterilointimenetelmän 1 % 15 min NaOCl -pitoisuus 
oli 1 % ja sen vaikutusaika 15 min, kun taas alkoholikäsittelyn vaikutusai-
ka oli 10 sekuntia. Sterilointimenetelmässä 2 % 5 min käytettiin 2 % 
NaOCl:a, jossa versojen paloja pidettiin 5 minuuttia. Tällä menetelmällä 
tehtyjen sterilointien alkoholikäsittelyn vaikutusaika oli 20 sekuntia. Kun 
käytettiin sterilointimenetelmää 2 % 10 min, oli NaOCl pitoisuus myös 2 
%, mutta sen vaikutusaika oli 10 min. Lopussa käytetyn alkoholikäsittelyn 
vaikutusaika oli 10 sekuntia. (Liite 2.)  
 
Lepaalla kasvaville leppälajeille tehtiin sterilointikokeiluja yllä esitetyillä 
sterilointimenetelmillä. Niistä saatujen tulosten perusteella 2 % 5 min ja 2 
% 10 min sterilointimenetelmät päätettiin jättää pois käytöstä, tosin kamt-
satkanlepälle niitä ehdittiin sitä ennen kokeilla. Myös 1 % 15 min jätettiin 
lopulta pois käytöstä, koska 1 % 10 min vaikutti yleisesti antavan parem-
man tuloksen. 
4.4 Aloitusalustat ja niiden valinta 
Tremablay & Lalonde (1984), Périnet & Tremblay (1987), sekä Périnet, 
Vallée & Tremblay (1988) olivat mikrolisänneet joitakin leppälajeja on-
nistuneesti MS-alustoilla, joka vaikutti siihen, että mitä alustoja tässä työs-
sä käytettiin. Kaikki aloitusalustat olivat siksi MS-alustoja (Liite 3), mutta 
yhden NH4NO3 –pitoisuutta muutettiin ja sokerina käytettiin glukoosia. 
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Kaikissa alustoissa kasvihormoniksi valittiin BAP, joka mainittiin kirjalli-
suudessa lepälle sopivaksi. Opinnäytetyötä tehdessä alustoista käytettiin 
lyhenteitä 1, 29 ja AF, joita niistä käytetään myös tässä tekstissä (Tauluk-
ko 1). 
 
Alusta 1 oli MS-alusta, johon lisättiin BAP:ia 1 mg/l. Alusta 29 oli MS-
alusta, johon lisättiin BAP:ia 0,5 mg/l. Ja alusta AF oli MS-alusta, jonka 
NH4NO3 –pitoisuus oli muutettu siten, että se oli 500 mg/l. Sokerina siinä 
käytettiin sakkaroosin sijasta glukoosia, jonka määrä oli 15 g/l. Alustaan 
lisättiin myös BAP:ia 0,5 mg/l. Alkuperäisessä kirjallisuudesta löydetyssä 
ohjeessa kaliumjodidi (KI) oli jätetty pois ja raudan määrää muutettu, mut-
ta AF-alustassa ne olivat tavallisen MS-alustan mukaiset. (Périnet, Vallée 
& Tremblay 1988, 85 – 86.) 
Taulukko 1 Ravintoalustoista opinnäytetyössä käytetyt lyhenteet ja alustojen koostumuk-
set. 
Alustan lyhenne Alustan koostumus 
1 MS + BAP 1 mg/l 
29 MS + BAP 0,5 mg/l 
AF MS + BAP 0,5 mg/l, NH4NO3 500 mg/l, 
glukoosi 15 g/l 
32 WPM + BAP 0,5 mg/l +IAA 0,5 mg/l, 
fruktoosi 15 g/l, agar 7,5 g/l, adeniinisul-
faatti 20 mg/l 
 
Kun aloitusmateriaali oli steriloitu, versojen palat voitiin siirtää aloi-
tusalustoille. Ensin niistä leikattiin pieni pala pois, jotta steriloinnin aikana 
mahdollisesti tummentunut kohta saatiin pois. Jos jäljellä oli vielä lehtiä 
tai niiden osia, myös niitä poistettiin. Jokainen aloituspala siirrettiin 
omaan koeputkeen ravintoalustalle, jonka jälkeen korkki ja putken suu ste-
riloitiin liekissä ja suljettiin tiiviisti. Koeputkiin liimattiin laput, joissa luki 
numerosarja, josta tiesi minkä kasvin verso putkessa on. Lisäksi niistä sel-
visi käytetty sterilointimenetelmä ja alusta sekä preparointipäivämäärä. 
Joihinkin saattoi olla merkitty myös muuta tietoa. Esimerkiksi, jos steri-
lointi oli tehty kahdessa erässä, oli ensimmäisessä erässä steriloidut ver-
sonpalat voitu merkata tähti-merkillä (*). 
4.5 Monistusalustat ja niiden valinta 
Myös monistusalustojen valintaan vaikutti kirjallisuudesta löytynyt tieto. 
Monistusalustoina käytettiin kahta alustaa, joita merkittiin lyhenteilla 29 ja 
32. Monistusalustana käytetty 29-alusta on siis sama, jota käytettiin myös 
aloitusalustana. Työssä kokeiltiin Haapalan ja Niskasen (1992) sulkahar-
maalepälle suosittelemaa monistusalustaa, joka oli WPM-alusta (liite 4), 
jossa sakkaroosin sijasta oli fruktoosia 15 g/l ja agarin määrä oli 7,5 g/l. 
Lisäksi alusta sisälsi adeniinisulfaattia 20 mg/l sekä BAP:a 0,5 mg/l ja in-
dolyylietikkahappoa (IAA) 0,5 mg/l. Tästä alustasta käytettiin siis lyhen-
nettä 32. 
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Kun versot olivat lähteneet kasvuun aloitusalustalla, ne voitiin siirrostaa 
monistusalustalle. Yleensä versot olivat niin pieniä, että yhdestä versosta 
saatiin yksi versonpala myös monistusalustalle. Tosin oli joitakin poikke-
uksia, jotka olivat pidentyneet aloitusalustalla niin paljon, että ne saattoi 
jakaa useammaksi palaksi heti monistusalustalle siirrettäessä. Ensimmäi-
nen siirrostus monistusalustalle tehtiin siten, että eri koeputkissa olleita 
versoja ei laitettu samaan purkkiin vielä monistusalustallakaan. Vasta 
myöhemmin, kun versojen määrä oli kasvanut ja mahdolliset infektiot 
huomattu, siirrostettiin useita versoja samaan purkkiin. 
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5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 
Kaikissa lepille tehdyissä mikrolisäysviljelmissä oli yhteensä 369 aloitus-
palaa, joista jatkokasvatukseen saatiin 76 kpl, joka oli noin 21 % koko 
määrästä. Infektoituneita oli 45 % ja kuolleita noin 35 %. Tuloksissa oli 
eroja eri leppälajien välillä ja niihin vaikuttivat myös käytetyt sterilointi-
menetelmät ja ravintoalustat. Liitteenä 5 on taulukot eri sterilointien onnis-
tumisesta ja liitteenä 6 on taulukot viljelmien aloitusten onnistumisesta. 
 
Jotkin lajit tuottivat fenoleja alustaansa paljon, mikä aiheutti aloituspalo-
jen ruskettumista ja kuolemista. Fenolit ovat orgaanisia yhdisteitä, joita 
kasvi käyttää ja joita on kasvin solukoissa. Mutta kun niitä vapautuu, ovat 
ne kasville vahingollisia. Ne estävät kasvua ja myrkyttävät kasvia. Siksi 
olisikin suotavaa, että versot siirrostettaisiin puhtaille alustoille aina mah-
dollisimman pian, kun fenoleita on alustassa havaittu. (Haapala & Niska-
nen 1992, 17; Kyte & Kleyn 1996, 102.) 
5.1 Steriloinnin onnistuminen ja aloitusalustan sopivuus eri lajeilla 
Sterilointimenetelmistä 1 % 10 min vaikutti parhaalta vaihtoehdolta, joten 
sitä käytettiin suurimmalle osalle versonpaloista. Kaikista aloituspaloista 
tätä sterilointia käytettiin 311 palalle, joka on noin 84 % kaikista aloitus-
paloista. Sterilointimenetelmää 1 % 15 min käytettiin 13 %:lle aloituspa-
loista. Jatkokasvatukseen selvisi 22 % versoista käytettäessä menetelmää 1 
% 10 min ja 19 %, kun menetelmä oli 1 % 15 min. Sterilointimenetelmän 
ollessa 1 % 10 min infektoituneita oli 43 % ja kuolleita 36 %, kun taas 1 
% 15 min käytettäessä infektoituneita oli 50 % ja kuolleita 31 %. (Liite 5) 
Tuloksissa ei näy se, että osa infektoituneista oli myös muuten kuolleita. 
 
Lepaalla kasvaville lepille tehtyjen sterilointikokeilujen perusteella huo-
mattiin nopeasti, että 2 % NaOCl ei ollut hyvä vaihtoehto, koska verson-
palat eivät yleensä pysyneet hengissä sitä käytettäessä. Siksi vain yhdelle 
opinnäytetyössä mukana olevalle lajille kokeiltiin myös sterilointeja, jois-
sa käytettiin 2 % NaOCl –liuosta.  
Taulukko 2 Kaikissa viljelmissä eri alustoilla olleiden versojen palojen määrät ja mikro-
lisäyksen aloituksen onnistuminen eri alustoilla. 
Aloituspalat
Alusta kpl kpl % kpl % kpl %
1 124 56 45 41 33 27 22
29 123 52 42 42 34 29 24
AF 122 58 48 45 37 19 16
YHTEENSÄ: 369 166 45 128 35 75 20
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
 
Kaikissa aloituksissa kokeiltiin kolmea eri aloitusalustaa, joista käytettiin 
lyhenteitä 1, 29 ja AF. Kaikkien leppäviljelmien aloituspaloista oli 1-
alustalla yhteensä 124 kpl, 29-alustalla 123 kpl ja AF-alustalla 122 kpl. 
Jatkokasvatukseen saatiin eniten versoja 29-alustalta, josta niitä siirrostet-
tiin monistusalustalle 29 kpl, joka on 24 % sillä alustalla olleista versonpa-
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loista. 1-alustan versoista jatkokasvatukseen selvisi 22 % ja AF-alustalta 
16 %. Kaiken kaikkiaan 29-alustan aloituspaloista kuoli noin 34 % ja in-
fektoitui noin 42 %. Kun taas 1–alustan versojen paloista oli kuollut noin 
33 % ja infektoitunut 45 %. AF-alustan aloituspaloista kuoli 37 % ja in-
fektoitui 48 %. (Taulukko 2.) 
5.1.1 Tervaleppä (Alnus glutinosa, 1998-0186) 
Tervalepälle kokeiltiin kahta erilaista sterilointimenetelmää, jotka olivat 1 
% 10 min ja 1 % 15 min. Kokeiltaessa sterilointia 1 % 10 min aloituspalo-
ja oli yhteensä 14, joista seitsemän infektoitui ja loput seitsemän kuolivat. 
Käytettäessä sterilointimenetelmää 1 % 15 min aloituspaloja oli yhteensä 
12, joista kymmenen infektoitui ja jäljelle jääneet kaksi kuolivat. (Liite 6.) 
Lisäksi infektoituneista versonpaloista ainakin kaksi oli selkeästi myös 
kuolleita. Molemmissa sterilointikokeiluissa aloituspalojen kuolemista 
saattoi aiheuttaa se, että ne tuottivat runsaasti fenoleja alustaansa. Lisäksi 
niihin muodostui kallussolukkoa. Viimeisetkin tervalepän versojen palat 
todettiin kuolleiksi noin kuukauden kuluttua viljelmien aloituksesta. Vaik-
ka fenoliyhdisteitä havaittiin, ei versonpaloja ehditty siirtää puhtaille alus-
toille. Siksi jää epäselväksi, olisiko siirrostuksella voitu pelastaa edes osa 
viljelmän aloituspaloista 
Taulukko 3 Tervalepän sterilointien tulos yhteenlaskettuna. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl %
1 9 7 78 2 22
29 9 7 78 2 22
AF 8 3 38 5 63
YHTEENSÄ 26 17 65 9 35
Infektoituneet Kuolleet
 
 
Tervalepälle tehdyissä kahdessa eri aloituksessa versonpaloja oli yhteensä 
26. Niistä 1-alustalla oli yhdeksän, 29-alustalla yhdeksän ja AF-alustalla 
kahdeksan. (Taulukko 3.) Viljelmiä tarkasteltiin viikon kuluttua aloituk-
sesta, jolloin versonpaloja oli 1-alustalla kahdeksan ja 29- sekä AF-
alustoilla enää kuusi. Siinä, miten paljon versonpalat erittävät fenoleja 
alustaansa, ei ollut kovin selkeitä eroja eri alustojen kesken. 29-alustan 
aloituspaloista kaksi oli erittänyt fenoleja runsaasti ja yksi heikosti, kun 
taas 1-alustalla fenoleja oli erittänyt neljä palaa, joista yksi runsaasti ja yk-
si hieman. Sen sijaan AF-alustan kuudesta versonpalasta viisi oli erittänyt 
selkeästi fenoleja alustaansa. Tämä saattoi vaikuttaa myös siihen, että AF-
alustalla versonpalat olivat huonoimman näköisiä, vaikka myös muilla 
alustoilla olevilla aloituspaloilla esiintyi ruskettumista.  
 
Yleisesti ottaen tervalepän versonpalat näyttivät aluksi jokseenkin vihreil-
tä, mutta alkoivat hiljalleen ruskettua aloitusalustoilla. Fenoliyhdisteet 
saattoivat olla yksi syy tähän kuolemiseen. Noin kahden viikon päästä vil-
jelmän aloituksesta jäljellä olevissa versonpaloissa alkoi näkyä kallussolu-
kon kasvua, jota lopulta oli kaikissa aluissa. Näin vähäisen versomäärän 
perusteella ei ollut havaittavissa eroa kallussolukon kasvulle eri alustojen 
välillä. Tervalepälle parhaiten sopivaa alustaa on vaikea valita, sillä 1-
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alustalla ja 29-alustalla versonpalat kasvoivat melko samanlaisesti. Sen si-
jaan AF-alustaa ei voi suositella, vaikka kaikki versonpalat infektoituivat 
tai kuolivat jokaisella alustalla lopulta. AF-alustalla aloituspalojen menes-
tyminen näytti silti heikoimmalta, sillä ne ruskettuivat ja tuottivat fenoleja 
runsaasti. 
5.1.2 Kamtsatkanleppä (Alnus hirsuta var. sibirica, 1994-0990) 
Kamtsatkanlepälle kokeiltiin neljää erilaista sterilointimenetelmää, jotka 
olivat 1 % 10 min, 1 % 15 min, 2 % 5 min ja 2 % 10 min. Näistä parhaiten 
onnistui 1 % 15 min. Aloituspaloja tässä sterilointierässä oli yhteensä viisi, 
joista yksi selviytyi jatkokasvatukseen monistusalustalle noin kuukauden 
kuluttua viljelmän aloituksesta. Verso ei kuitenkaan lähtenyt monistumaan 
vaan infektoitui ja kuoli. Muista versojen paloista, joille oli käytetty steri-
lointi 1 % 15 min, kolme infektoitui ja yksi kuoli. Käytettäessä sterilointia 
1 % 10 min aloituspaloja oli yhteensä viisi, mutta ne kaikki infektoituivat. 
 
Steriloinneissa 2 % 5 min ja 2 % 10 min oli kummassakin viisi aloituspa-
laa, yhteensä niitä oli siis kymmenen. Kokeiltaessa 2 % 5 min sterilointia 
aloituksista neljä infektoitui ja yksi kuoli. Kun käytettiin 2 % 10 min me-
netelmää, kaikki viisi aloitusta infektoituivat. Tosin ainakin yksi infektoi-
tuneista oli selvästi myös kuollut.  
Taulukko 4 Kamtsatkanlepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen. Kaikki steriloinnit 
laskettu yhteen. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl % kpl %
1 6 4 67 1 17 1 17
29 7 6 86 1 14 0 0
AF 7 7 100 0 0 0 0
YHTEENSÄ 20 17 85 2 10 1 5
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
 
Kamtsatkanlepälle tehdyissä aloituksissa oli yhteensä 20 versonpalaa, jois-
ta 1-alustalla kuusi ja 29- sekä AF-alustoilla kummallakin seitsemän (Tau-
lukko 4). Kaikille aloituksille oli yhteistä, että versonpalat erittivät aluksi 
runsaasti fenoliyhdisteitä alustaansa. Sen vuoksi aloituspalat siirrettiin 
puhtaille alustoille heti seuraavana päivänä viljelmän aloituksesta. Siitä 
huolimatta kaikki versonpalat olivat ruskettuneita, kun niitä tarkasteltiin 
viiden päivän päästä viljelmän aloituksesta. Sen jälkeen kun versonpalat 
oli siirretty puhtaisiin koeputkiin, ei alustoissa näkynyt enää uudelleen fe-
noliyhdisteitä. Hengissä säilyneissä versonpaloissa alkoi näkyä vihreää vä-
riä noin kahden viikon kuluttua viljelmien aloituksesta, mutta niiden kunto 
oli silti huono. Alustakohtaisia eroja oli vaikea huomata, koska tarkastel-
tavan materiaalin määrä oli niin pieni ja kehitys samanlaista. Tosin monis-
tusalustalle siirrostettiin vain 1-alustalta yksi verso. Joka ei kuitenkaan 
lähtenyt kasvuun vaan oli muuttunut mustaksi ja kuollut sekä infektoitu-
nut. Tämän tutkimuksen perusteella ei siis pysty selkeästi päättelemään, 
mikä olisi paras aloitusalusta kamtsatkanlepälle. Lisäksi aloituksissa käy-
tetyt neljä eri sterilointimenetelmää ovat myös vaikuttaneet viljelmien on-
nistumiseen. 
Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 38
5.1.3 Lännenharmaaleppä (Alnus incana subsp. tenuifolia, 1995-0593) 
Lännenharmaalepän mikrolisäyksessä käytettiin sterilointimenetelmää 1 % 
10 min. Versonpalat erittivät hyvin runsaasti fenoleja ja sterilointia tehdes-
sä Etax –käsittelyn jälkeenkin huuhteluun käytetty steriili ioninvaihtovesi 
värjäytyi ruskeaksi. Kun versonpalat oli laitettu koeputkiin, oli niiden tuot-
tamia fenoleja havaittavissa alustassa todella nopeasti, arviolta 15 minuu-
tissa. Aloituspalat näyttivät myös olevan aika huonossa kunnossa, mutta 
siihen saattoi vaikuttaa se, että lisäyksessä käytetyt versot olivat kärsineet 
hyönteisten vioituksesta ja olivat muutenkin hiukan nuutuneita. Lännen-
harmaalepän viljelmässä oli yhteensä 44 aloituspalaa. Niistä 32 infektoitui 
ja jäljelle jääneet 12 kuolivat. Infektoituneista oli aivan varmasti kuolleita 
ainakin yksi, mutta myös muut olivat ruskettuneita.  Viljelmän suurin on-
gelma oli se, että versojen palat tuottivat runsaasti fenoleja. Se aiheutti 
aloituspalojen kuolemista. 
 
Aloituspaloista 29-alustalla oli 16 ja 1- sekä AF-alustoilla kummallakin 14 
versonpalaa. Kolmen päivän päästä aloituksesta fenoliyhdisteitä näkyi 
kaikkien muiden palojen aloitusalustassa, paitsi yhden, joka oli 1-alustalla. 
Yleisesti ottaen kaikki versonpalat olivat ruskettuneita ja kuolleen oloisia, 
joten nähtävissä ei ollut alustakohtaisia eroja. Vaikka viljelmässä esiintyi 
alusta asti runsasta fenolien eritystä, ehdittiin versonpalat siirtää puhtaille 
alustoille vasta noin kahden viikon päästä aloituksesta. Siksi ei voida tie-
tää, olisiko edes siirrostus puhtaille ravintoalustoille pian viljelmän aloi-
tuksen jälkeen auttanut versoja kasvamaan.  
 
Kallussolukkoa muodostui vain yhteen versonpalaan 1-alustalla. Aloi-
tusalustojen erilaisia vaikutuksia versonpalojen kehitykseen oli vaikea ha-
vaita. Sekä 1- että AF-alustalla kuolleita oli 21 % ja infektoituneita 79 %, 
kun taas 29-alustalla aloituspaloista oli kuollut 38 % ja infektoitunut 63 %. 
Lännenharmaalepän versoja ei saatu mikrolisättyä onnistuneesti, joten ei 
voida myöskään sanoa, mitä ravintoalustaa olisi suotavaa käyttää jatkossa. 
5.1.4 Japaninleppä (Alnus japonica, 1993-0782) 
Sterilointimenetelmänä käytettiin 1 % 10 min, kun lisättävänä oli japanin-
leppä. Aloituspaloja oli yhteensä 47 kpl, joista kuusi selviytyi jatkokasva-
tukseen monistusalustalle. Infektoituneita oli yhdeksän ja kuolleita 32 kpl. 
Sterilointi oli sillä tavalla onnistunut, että infektoituneita versoja oli koko 
viljelmässä vain 19 % (Kuvio 1). Suurin osa aloituspaloista kuoli, mutta ei 
voida tietää, kuinka suuri syy sterilointimenetelmällä oli kuolemiin. Jatko-
kasvatukseen saatiin kuitenkin 13 % viljelmässä olleista versoista. 
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Kuvio 1 Japaninlepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen. 
 
Japaninlepän versonpaloista 29-alustalla oli 15 ja 1- sekä AF-alustoilla 
kummallakin 16 palaa. Kun viljelmää tarkasteltiin kolmen päivän päästä 
aloituksesta, oli fenoleja tuottanut 1-alustalla 14 versonpalaa, joista kolme 
erittäin paljon ja neljä vain hieman. 29-alustalla fenoleja näkyi erittäneen 
14, joista seitsemän runsaasti. AF-alustalla fenoliyhdisteitä näkyi eritty-
neen kaikista aloituspaloista, tosin kuudesta hyvin paljon. Kun viljelmää 
tarkasteltiin yhdeksän päivän päästä aloituksesta, oli fenoliyhdisteitä tuot-
tanut selvästi kaikki muut versonpalat, paitsi yksi, joka oli 29-alustalla. 
Tuolloin viljelmästä myös poistettiin ensimmäiset infektoituneet aloituspa-
lat, joten havainnoissa mukana oli vielä tuona kertana kaikki aloituspalat. 
Fenoliyhdisteiden takia viljelmä olisi kannattanut siirrostaa puhtaille aloi-
tusalustoille mahdollisimman nopeasti aloituksen jälkeen, mutta se tehtiin 
kuitenkin kahdessa erässä vasta yhdeksän ja kymmenen päivän kuluttua 
aloituksesta.  
 
Versonpaloissa oli nähtävissä myös hieman kallussolukon kasvua kolmen 
viikon kuluttua viljelmän aloituksesta. Kaikilla alustoilla oli tuolloin ha-
vaintoja tehtäessä jäljellä 14 aloituspalaa. Kallusta oli muodostunut 29-
alustalla selvästi kahdeksaan palaan, kuten myös AF-alustalla. Sen sijaan 
1-alustalla sitä näkyi 11 aloituspalassa. 
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Kuvio 2 Ravintoalustojen vertailu japaninlepän mikrolisäyksessä. 
 Jatkokasvatukseen saatiin eniten versoja 1-alustalta. Siellä kasvuun lähti 
neljä aloituspalaa, joka oli 25 % koko alustan aloituspalamäärästä (Kuvio 
2). AF-alustaltakin monistusalustalle selvisi kaksi versoa, joka oli 13 % 
kyseisellä alustalla olleista aluista.  29-alustan aloituspaloista suurin osa 
kuoli (87 %) ja loput infektoituivat (13 %). Vähiten kuolleita oli AF-
alustalla, vaikka sielläkin niitä oli 56 %. Vain kaksi aloituspalaa infektoi-
tui 1- ja 29 alustoilla, joka oli 13 % kummankin alustan versomäärästä. In-
fektoituneita oli siis eniten AF-alustalla, jossa niitä oli viisi kappaletta, 
mikä oli 31 % alustalla olleista versoista. Japaninlepälle näyttäisikin sopi-
van parhaiten 1-alusta, koska sieltä saatiin eniten versoja jatkokasvatuk-
seen. Tarkasteltavan materiaalin määrä ei ollut suuri, joten erot jäivät mel-
ko pieniksi varsinkin alustojen 1 ja AF välillä. 
5.1.5 Sahalininleppä (Alnus maximowiczii, 1993-0576) 
Sahalininlepälle käytettiin sterilointimenetelmiä 1 % 15 min ja 1 % 10 
min. Kun tarkasteltiin kokonaisuudessaan sahalininlepän mikrolisäyksen 
aloituksen onnistumista ja laskettiin yhteen molempien sterilointien ver-
sonpalat, saatiin niistä jatkokasvatukseen 32 %, jolloin infektoituneita oli 
5 % ja kuolleita 63 % (Kuvio 3). Käytettäessä sterilointia 1 % 15 min aloi-
tuspaloja oli yhteensä 20, joista yksikään ei infektoitunut. Versonpaloista 
kuitenkin kuoli 12, joten jatkokasvatukseen saatiin kahdeksan. 1 % 10 min 
sterilointierässä oli 18 versonpalaa, joista jatkokasvatukseen selviytyi nel-
jä. Aloituspaloista kaksi infektoitui ja loput 12 kuolivat. Käyttämällä steri-
lointimenetelmää 1 % 15 min saatiin siis jatkokasvatukseen 40 % versois-
ta, kun taas kuolleita oli 60 %, joten infektoituneita ei ollut yhtään. Steri-
lointimenetelmällä 1 % 10 min monistusalustalle selvisi 22 % aloituspa-
loista, infektoituneita oli 11 % ja kuolleita 67 %. Monistusalustalle siirros-
tettujen versonpalojen määrästä päätelleen sterilointimenetelmä 1 % 15 
min toimi käytetyistä menetelmistä paremmin, vaikka myös sillä mene-
telmällä steriloitujen versonpalojen kuolleisuus oli suuri.  
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Kuvio 3 Sahalininlepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen. 
 
Sahalininlepän kummassakin steriloinnissa oli yhteensä 38 aloituspalaa, 
joista 1-alustalla oli 12 ja molemmilla, sekä 29- että AF-alustalla 13 palaa.  
Kun viljelmää tarkasteltiin neljän päivän kuluttua aloituksesta, näkyi feno-
leja erittäneen alustaansa kaksi versonpalaa, jotka olivat kumpikin AF-
alustalla. Seuraavan kerran viljelmää havainnoitiin viikon päästä aloituk-
sesta, jolloin fenoleja oli tuottanut AF-alustalla yksi paljon ja neljä muuta 
vähän. Muilla alustoilla ei fenolien eritystä vielä tällöin ollut nähtävissä. 
Versojen palat, jotka olivat 29-alustalla, eivät tuottaneet fenoleja alustaan-
sa lainkaan koko viljelmän aikana. 1-alustalla olevista versoista vain neljä 
näytti erittäneen todella vähän fenoleja alustaansa, kun aikaa viljelmän 
aloittamisesta oli kulunut jo melkein kuukausi. Yleisesti ottaen versonpa-
lat näyttivät melko samanlaisilta 29- ja 1-alustoilla, mutta AF-alustalla ne 
olivat huonokuntoisempia. Tosin jokaisella alustalla oli jotkut versot huo-
nomman näköisiä kuin toiset. Pienet versonpalat näyttivät lähtevän kas-
vuun muita heikommin, vaikka ainakin AF-alustalla suuremmat versot 
erittivät myös fenoleja muita enemmän. 
 
Kun sahalininlepän viljelmää tarkasteltiin vähän yli kolmen viikon päästä 
aloituksesta, oli kallussolukkoa kasvanut selvästi 29-alustalla kolmeen, 1-
alustalla neljään ja AF-alustalla seitsemään versonpalaan. Silmämääräises-
ti tarkasteltuna sahalininlepän versonpalat kasvoivat pisimmiksi 29-
alustalla. Kasvua oli nähtävissä myös 1-alustalla, tosin kun aloituksesta oli 
kulunut yli kolme viikkoa, joidenkin pidentyneiden versojen väri oli muut-
tunut vaalean vihreäksi. Syynä tähän voi olla se, että aloitusalustan ravin-
teet eivät enää riittäneet normaaliin kasvuun.  
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Kuvio 4 Aloitusalustojen vertailu Sahalininlepän mikrolisäyksessä. 
Sahalininlepälle paras ravintoalusta oli 29-alusta, jolla olleista versoista 
jatkokasvatukseen selviytyi 54 % (Kuvio 4). Jonkin verran huonompi tulos 
saatiin 1-alustalla, josta jatkoon selvisi 42 % versoista. Infektoituneita ei 
ollut AF-alustalla lainkaan ja 29-alustalla seka 1-alustalla kummallakin 
vain 8 %. Sahalininlepän mikrolisäyksessä ei kannata käyttää AF-alustaa, 
koska siinä olleista versonpaloista 92 % kuoli ja jatkokasvatukseen ei sel-
viytynyt ainuttakaan. (Taulukko 5.) Myös kallussolukon kasvu ja feno-
liyhdisteiden erittyminen näyttivät olevan suurinta AF-alustalla. Ne saat-
toivat myös aiheuttaa versonpalojen kuolemista. 
Taulukko 5 Sahalininlepän mikrolisäyksen aloitusten onnistuminen, aloitukset laskettu 
yhteen. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl % kpl %
1 12 1 8 6 50 5 42
29 13 0 0 6 46 7 54
AF 13 1 8 12 92 0 0
YHTEENSÄ 38 2 5 24 63 12 32
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
5.1.6 Oregoninleppä (Alnus rubra, 1995-0644) 
Oregoninlepälle sterilointimenetelmänä käytettiin 1 % 10 min. Viljelmän 
versoista jatkokasvatukseen selvisi 4 %, kun infektoituneita oli 35 % ja 
kuolleita 61 % (Kuvio 5). Aloituspaloja oli yhteensä 23 kpl, joista yksi 
selviytyi jatkokasvatukseen monistusalustalle. Viljelmän aloituksessa in-
fektoituneita versonpaloja oli kahdeksan ja kuolleita 14. Infektoituneista 
aloituspaloista seitsemän näytti myös kuolleilta, joten ne eivät olisi lähte-
neet kasvamaan, vaikka olisivat pysyneet puhtaina. Tämä leppälaji tuotti 
runsaasti fenoleja ja siksi steriloidessa NaOCl muuttui haalean ruskeaksi, 
vaikka sen jälkeen käytetyt huuhteluvedet pysyivätkin kirkkaina. Ravinto-
alusta värjäytyi myös ruskeaksi ja aloituspalat ruskettuivat. Jatkokasvatuk-
seen monistusalustalle siirrostettu versonpala infektoitui ja kuoli. Aloitus-
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materiaali oli kärsinyt hyönteisten vioituksista, joten ehkä sekin vaikutti 
viljelmään heikentävästi.  
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Kuvio 5 Oregoninlepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen. 
 
Oregoninlepän versonpaloista 29-alustalla oli seitsemän ja 1- sekä AF-
alustoilla kummallakin kahdeksan palaa. Fenoleja erittyi runsaasti kaikista 
aloituspaloista, eikä siinä ollut nähtävissä eroja alustoja vertaillessa. Ylei-
sesti ottaen kaikki versonpalat olivat ruskettuneita ja huonokuntoisia. Mo-
nistusalustalle siirrettiin silti yksi verso 1-alustalta, koska se näytti vähän 
kasvaneen. 1-alustan muista aloituspaloista kaksi infektoitui ja viisi kuoli.  
AF-alustan versonpaloista infektoitui neljä ja loput neljä kuolivat. 29-
alustalla infektoituneita oli kaksi ja loput viisi olivat kuolleet. Tosin tässä 
viljelmässä kaikki infektoituneet näyttivät myös muuten kuolleilta. Ore-
goninlepälle ei saatu selkeää tulosta siitä, mikä olisi paras ravintoalusta. 
Aloituspalojen määrä oli pieni ja versonpalat olisivat voineet olla parem-
pikuntoisia, jos ne olisi vaihdettu puhtaalle ravintoalustalle heti, kun feno-
liyhdisteitä oli havaittavissa. Huomio voidaan kiinnittää kuitenkin siihen, 
että 1-alustalta yksi verso selvisi jatkokasvatukseen, joten se alusta voi ol-
la jatkossa kokeilemisen arvoinen. 
5.1.7 Amerikanharmaaleppä (Alnus rugosa, 1994-0047) 
Amerikanharmaalepälle kokeiltiin kahta erilaista sterilointimenetelmää. 
Steriloinnissa 1 % 10 min aloituspaloja oli yhteensä kahdeksan, joista 
kaikki infektoituivat aloituksesta seuraavan viikon aikana. Toinen steri-
lointi oli 1 % 15 min, jossa oli 11 aloituspalaa. Myös jokaisessa niissä oli 
nähtävissä infektio viikon kuluessa aloituksesta. Kumpikin sterilointi oli 
riittämätön, koska versonpalojen pintaan oli kasvanut mikrobikasvustoa, 
joka näytti vaaleanharmaalta nukalta (Kuva 11). Kasvussa olevat versot 
eivät kuitenkaan yleensä kestä kovin voimakasta sterilointia, joten ehkä 
amerikanharmaalepän mikrolisäyksen aloitusta tulisi kokeilla talvilevon 
aikaan. Silloin silmut yleensä kestävät vahvempia sterilointeja ja niissä on 
jo valmiiksi vähemmän infektionaiheuttajia. Aloitusmateriaalina käytetty-
jen versojen lehdissä näkyi jonkin verran hyönteisten aiheuttamia vioituk-
sia, joten myös se on voinut heikentää viljelmän kuntoa. Amerikanhar-
Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 44
maaleppä eritti runsaasti fenoleja ja esimerkiksi maljakon vesi, jossa ver-
sot olivat olleet, oli muuttunut selkeästi ruskeaksi. 
 
 
Kuva 11 Amerikanharmaalepän versonpala on peittynyt mikrobikasvustoon käytettä-
essä sterilointimenetelmää 1 % 10 min. 
 
Amerikanharmaalepälle tehtiin kaksi erilaista sterilointia, joissa oli yh-
teensä 19 aloituspalaa. Niistä 1-alustalla oli seitsemän ja 29- sekä AF-
alustoilla kummallakin kuusi versonpalaa. Ravintoalustojen erot eivät eh-
tineet tulla esille, sillä kaikki aloituspalat infektoituivat hyvin nopeasti. 
5.1.8 Sitkanleppä (Alnus sinuata, 1995-0517) 
Sitkanlepän mikrolisäysviljelmien aloitukset tehtiin 16.5.2008 ja 
26.5.2008, joissa kummassakin sterilointimenetelmä oli 1 % 10 min. Yh-
teensä kummassakin viljelmässä olleista versoista jatkokasvatukseen sel-
visi 57 %, kun sekä infektoituneita että kuolleita oli 22 % (Kuvio 6). Sit-
kanlepän mikrolisäyksen aloitus näyttäisi tällä perusteella onnistuneen hy-
vin. Mutta jatkokasvatuksessa tuli ongelmia, esimerkiksi joissakin versois-
sa infektiot tulivat esiin vasta siellä. Lisäysmateriaalina käytetyt versot 
olivat olleet hyötymässä huoneenlämmössä vesiastiassa 7.5.2008 lähtien. 
Toisessa aloituksessa käytetyt versot olivat siis olleet hyötymässä kymme-
nen päivää kauemmin verrattuna ensimmäiseen aloitukseen. 16.5.2008 
tehdyssä aloituksessa oli yhteensä 32 versonpalaa, joista 15 selviytyi jat-
kokasvatukseen. Infektoituneita oli yhdeksän ja kuolleita kahdeksan. Toi-
sessa aloituksessa oli yhteensä 19 aloituspalaa, joista 14 lähti kasvamaan 
ja siirrettiin monistusalustalle. Aloituspaloista kaksi infektoitui ja kolme 
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Kuvio 6 Sitkanlepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen. 
26.5.2008 aloitetusta viljelmästä selvisi siis suurempi määrä versoja jatko-
kasvatukseen, jopa 74 %. Tässä viljelmässä infektoituneita oli 11 % ja 
kuolleita 16 %. Myös 16.5.2008 aloitetusta viljelmästä jatkokasvatukseen 
selvisi suuri osa, 47 %, mutta se on silti huomattavasti pienempi määrä 
verrattuna toiseen viljelmään. Tämän viljelmän versoista infektoituneita 
oli 28 % ja kuolleita 25 %. (Kuvio 7.) Sitkanlepän versonpaloista erittyi 
jonkin verran fenoleja alustaan. Lisäksi useaan aloituspalaan muodostui 
kallussolukkoa. Versonpaloissa oli nähtävissä hiljalleen kuivumista ja rus-
kettumista, joka aiheutui todennäköisesti muista syistä kuin sterilointime-
netelmästä. Siten on mahdollista, että sterilointi ei ollut ainakaan ainut syy 
aloituspalojen kuolemiseen. 
0 %
10 %
20 %
30 %
40 %
50 %
60 %
70 %
80 %
16.5. aloitettu viljelmä 26.5. aloitettu viljelmä
Infektoituneet
Kuolleet
Jatkokasvatus
 
Kuvio 7 Sitkanlepälle tehtyjen viljelmien aloitusten vertailu. 
Molemmissa sitkanleppäviljelmissä esiintyi selkeitä infektioita vielä nii-
den ollessa monistumassa. Lisäksi ainakin ensimmäiseksi aloitetussa vil-
jelmässä epäiltiin piileviä infektioita, koska kasvu oli osassa kasveja hyvin 
heikkoa, vaikka osa kasvoi samoissa olosuhteissa hyvin. Ja mikrobikas-
vustoa oli joissakin purkeissa. Lopulta kaikki 16.5.2008 aloitetusta viljel-
mästä monistumaan laitetut versonpalat kuolivat tai infektoituivat. Joitakin 
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toisen viljelmän versonpaloista saatiin monistumaan, vaikka myös osa 
niistä kuoli tai infektoitui. 
 
Sitkanlepälle 16.5.2008 tehdyssä aloituksessa versonpaloja oli yhteensä 
32, joista AF-alustalla 10 ja 1- sekä 29-alustoilla kummallakin 11. Kun tä-
tä viljelmää tarkasteltiin kymmenen päivän päästä aloituksesta, oli 1-
alustalla kolme ja 29-alustalla viisi versoa erittäneet vähän fenoleja, jotka 
näkyivät haaleana oranssina värinä ravintoalustassa verson ympärillä. Sen 
sijaan AF-alustalla kaksi aloituspalaa olivat erittäneet fenoleja runsaasti, 
mikä näkyi tummana värinä alustassa. Kallusta oli nähtävissä 1-alustalla 
neljässä versossa ja 29-alustalla kuudessa versossa. Samoin AF-alustalla 
kallusta oli kasvanut kuuteen aloituspalaan. Kasvuun lähteneet versot siir-
rettiin monistusalustalle vähän yli kolmen viikon päästä aloituksesta. Sitä 
ennen osassa versoja oli alkanut näkyä kuihtumista ja kuivumista. Sitä 
esiintyi kaikilla alustoilla, joten on vaikea sanoa, oliko siinä eroa eri alus-
tojen välillä. 
 
Sitkanlepän toisessa viljelmässä oli vain 19 aloituspalaa, joista 1-alustalla 
oli seitsemän ja 29- sekä AF-alustoilla kummallakin kuusi palaa. Kun vil-
jelmää tarkasteltiin viikon päästä aloituksesta, oli 29-alustalla kuusi ver-
sonpalaa erittänyt fenoleja. Yhden versonpalan ympäriltä oli alusta muut-
tunut ruskeaksi ja muissa fenolit näkyivät haaleana oranssina värinä alus-
tassa. 1-alustalla oranssia fenolia oli nähtävissä alustassa kolmen verson 
ympärillä ja tummaa yhden verson ympärillä, yhteensä fenoleja oli siis 
erittänyt neljä versonpalaa. AF-alustalla kaikki kuusi versonpalaa olivat 
erittäneet fenoleja, joka näkyi ravintoalustan värjäytymisenä ruskeaksi 
verson ympäriltä. Myös kallussolukon muodostumista oli nähtävissä. Kun 
viljelmää tarkasteltiin kymmenen päivän kuluttua aloituksesta, oli 1-
alustalla jäljellä kuusi versonpalaa, joista kallusta oli kasvanut viiteen. 29-
alustalla oli jäljellä kaikki kuusi versonpalaa ja niissäkin kallusta näkyi 
selvästi viidessä. Myös AF-alustalla oli kaikki kuusi versoa jäljellä ja niis-
tä neljään oli kasvanut kallussolukkoa. Tässäkin viljelmässä esiintyi verso-
jen kuihtumista ja kuivumista, mutta jäi epäselväksi, oliko eri alustoilla 
vaikutusta asiaan. 
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Kuvio 8 Aloitusalustojen vertailu sitkanlepän  mikrolisäyksessä. 
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Sitkanlepän viljelmissä oli yhteensä 51 aloituspalaa, joista 1-alustalla oli 
yhteensä 18, 29-alustalla 17 ja AF-alustalla 16 palaa. Versot lähtivät kas-
vamaan parhaiten 29-alustalla, josta jatkokasvatukseen selvisi 71 % ver-
sonpaloista (Kuvio 8). Sekä 1-alustalta että AF-alustalta monistusalustalle 
siirrostettiin 50 % niillä kasvaneista versoista, joten myös niiden ravinto-
alustojen tulos oli hyvä verrattuna joidenkin muiden leppälajien mikro-
lisäyksen onnistumiseen. Vähiten infektoituneita oli 29-alustalla, vain 12 
%. Sillä alustalla oli myös vähiten kuolleita, joita oli 18 %. Eniten infek-
toituneita oli 1-alustalla, kun taas kuolleita oli eniten AF-alustalla. (Tau-
lukko 6.) Tutkimuksessa käytetyistä alustoista sitkanlepälle parhaiten sopii 
siis 29-alusta. 
Taulukko 6 Sitkanlepän mikrolisäyksen aloitusten onnistuminen, aloitukset laskettu yh-
teen. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl % kpl %
1 18 5 28 4 22 9 50
29 17 2 12 3 18 12 71
AF 16 4 25 4 25 8 50
YHTEENSÄ 51 11 22 11 22 29 57
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
5.1.9 Pensasleppä (Alnus viridis, 2002-0919) 
Pensaslepälle käytettiin sterilointimenetelmää 1 % 10 min. Mikrolisäysvil-
jelmät aloitettiin 16.5.2008 ja 27.5.2008, joten myöhemmässä aloituksessa 
käytetyt versot olivat olleet hyötymässä huoneenlämmössä 11 päivää kau-
emmin kuin ensimmäiseksi aloitetussa viljelmässä käytetyt versot. Pensas-
lepän (Alnus viridis) viljelmistä kokonaisuudessaan jatkokasvatukseen 
selvisi 26 %, kun infektoituneita oli 63 % ja kuolleita 11 % (Kuvio 9). 
Tämän tuloksen perusteella sterilointimenetelmä oli riittämätön, koska 
suurin osa aloituspaloista infektoitui.  
 
16.5.2008 tehdyssä mikrolisäyksessä oli yhteensä 30 aloituspalaa, joista 
monistusalustoille siirrettiin noin kuukauden päästä kymmenen palaa. In-
fektoituneita oli 17 ja kuolleita kolme. 27.5.2008 aloituspaloja saatiin teh-
tyä yhteensä vain kahdeksan, sillä osa hyötymässä olleista pensaslepän 
versoista oli ruskettunut. Versonpaloja tarkasteltiin 2.6.2008, jolloin seit-
semän niistä oli infektoitunut. Kyseiset aloituspalat näyttivät muuten hy-
viltä ja vihreiltä. Sen sijaan puhtaana pysynyt versonpala ruskettui ja to-
dettiin kuolleeksi noin viikkoa myöhemmin. Tämän pensaslepän viljelmis-
sä infektioille oli tyypillistä se, että ne näkyivät harsomaisena kasvuna 
alustassa. Osa monistumassa olevista versoista lähti kasvamaan, vaikka 
osa kuoli, jotkut myös infektoituivat.  
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Kuvio 9 Mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen pensaslepällä (Alnus viridis). 
Pensaslepälle 16.5.2008 tehdyssä viljelmän aloituksessa aloituspaloja oli 
yhteensä 30, jokaisella aloitusalustalla kymmenen. Pensaslepän versot ei-
vät näyttäneet tuottavan fenoliyhdisteitä. Viljelmää tarkasteltiin noin kol-
men viikon kuluttua aloituksesta, jolloin AF-alustalla oli jäljellä kuusi 
aloituspalaa ja 1- sekä 29-alustoilla kummallakin viisi palaa. Kallusta nä-
kyi 1-alustalla kasvaneen ainakin kolmeen versonpalaan, samoin 29-
alustalla. AF-alustalla kallusta oli muodostunut kaikkiin jäljellä oleviin 
versoihin.  Kallussolukon kasvu oli melko runsasta tällä pensaslepällä. 
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Kuvio 10 Ravintoalustojen vertailu, jossa mukana molemmat pensaslepän (Alnus viri-
dis) viljelmät 
 
Toisessa pensasleppäviljelmässä oli yhteensä vain kahdeksan aloituspalaa, 
joista AF-alustalla kaksi ja 1- sekä 29-alustoilla kummallakin kolme. Ver-
sonpaloista infektoituivat alle viikossa kaikki muut paitsi yksi, joka oli 
AF-alustalla. Kahden viikon päästä aloituksesta AF-alustalla ollut verso 
todettiin kuolleeksi, koska se oli ruskettunut ja siihen oli muodostunut hy-
vin paljon kallussolukkoa. Tästä viljelmästä ei siis saatu kasvamaan ainut-
takaan versoa, toisin kuin ensimmäisestä pensaslepän viljelmästä, josta 
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monistusalustalle siirrettiin yhteensä kymmenen versoa. Yllättäen AF-
alustalta selvisi jatkokasvatukseen neljä versoa, kun toisilta alustoilta mo-
nistumaan siirrostettiin kolme. 29-alustalla oli vähiten kuolleita, sillä niitä 
ei ollut yhtään. Tosin sillä alustalla oli eniten infektoituneita (7 kpl), joka 
ei kuitenkaan luultavasti johtunut alustasta. AF-alustallakin kuolleita oli 
vain yksi ja 1-alustalla kaksi. Kun kummankin viljelmän versot laskettiin 
yhteen ja verrattiin ravintoalustoja keskenään, saatiin paras tulos AF-
alustalta, josta jatkokasvatukseen selvisi 33 % versoista. Tällä alustalla ol-
leista versoista 50 % infektoitui ja 17 % kuoli. Sekä 1- että 29-alustoilta 
monistusalustalle siirrostettiin 23 % versoista. Kuolleita 1-alustan aloitus-
paloista oli 15 % ja infektoituneita 62 %. 29-alustan versojen paloista oli 
72 % infektoitunut, joten siellä ei ollut erikseen yhtään kuolleita (Kuvio 
10). Monistusalustalle saatiin eniten alkuja AF-alustalta, joten tämän pe-
rusteella se oli hiukan muita parempi ravintoalusta tälle pensasleppälajille. 
(Taulukko 7.) 
Taulukko 7 Pensaslepän (Alnus viridis) mikrolisäyksen aloitusten onnistuminen, aloituk-
set yhteenlaskettu. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl % kpl %
1 13 8 62 2 15 3 23
29 13 10 77 0 0 3 23
AF 12 6 50 2 17 4 33
YHTEENSÄ 38 24 63 4 11 10 26
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
5.1.10 Pensasleppä (Alnus viridis subsp. viridis, 1995-0043) 
Tästä pensasleppälajista oli 7.5.2008 kerätty versoja kahdesta eri yksilöstä, 
jotka merkittiin nimillä EMO1 ja EMO2. Mikrolisäysaloituksia tehtiin yh-
teensä kolme, joista yksi EMO1:lle ja kaksi EMO2:lle. Kaikissa kolmessa 
aloituksessa käytettiin samaa sterilointia, joka oli 1 % 10 min. EMO1:sestä 
aloitettiin viljelmä 23.5.2008 ja EMO2:sesta 16.5.2008 sekä 27.5.2008.  
Kokonaisuudessaan pensaslepän viljelmissä olleista versoista jatkokasva-
tukseen saatiin 25 %, kun kuolleita oli 32 % ja infektoituneita 43 % (Ku-
vio 11). Sterilointimenetelmä ei siis ollut kovin hyvä, koska infektoitunei-
den määrä oli niin suuri. Ensimmäiseksi aloitetussa viljelmässä oli yhteen-
sä 22 aloituspalaa. Niistä 12 selvisi jatkokasvatukseen. Infektoituneita oli 
kolme ja kuolleita seitsemän. EMO1:lle tehdyssä aloituksessa oli yhteensä 
29 aloituspalaa, joista yksi lähti kasvuun ja laitettiin monistusalustalle. 
Versonpaloista 20 infektoitui ja loput kahdeksan kuolivat. Viimeisessä 
pensaslepästä tehdyssä aloituksessa oli yhteensä 12 aloituspalaa, joista 
kolme lähti kasvamaan ja siirrettiin jatkokasvatukseen. Aloituspaloista 
neljä infektoitui ja viisi kuoli. 
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Kuvio 11 Mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen pensaslepällä (Alnus viridis subsp. 
viridis). 
Mikrolisäyksen onnistumiseen vaikutti varmasti lisäysmateriaalina käytet-
tyjen versojen kunto sekä se, kuinka pitkään versot olivat olleet hyötymäs-
sä keräämisen jälkeen. EMO1:sestä kerätyiltä versoilta oli vesi päässyt 
loppumaan astiasta ennen mikrolisäyksen aloitusta, joten osa versoista oli 
alkanut nuokkua. Tämä heikensi myös mikrolisäysviljelmän kuntoa. Vii-
meisessä aloituksessa käytettyjen versojen kärjet olivat alkaneet ruskettua 
ja osa niistä oli jopa lähtenyt irti. Astiassa, jossa versoja pidettiin, oli ollut 
vettä koko ajan, mutta ilmeisesti ne kärsivät muuten tästä säilytyksestä. 
Ensimmäiseksi tehdystä mikrolisäyksestä saatiin paras tulos ja siinä käy-
tetty lisäysmateriaali oli vielä hyvässä kunnossa. EMO1:sen lisäyksessä 
onnistuttiin huonoiten ja sen versot olivatkin olleet kaikista huonoimmassa 
kunnossa. 
 
Tällä pensasleppälajilla viljelmien aloituksissa oli yhteensä 63 aloituspa-
laa. Niistä AF-alustalla oli 22, 1-alustalla 21 ja 29-alustalla 20. 16.5.2008 
aloitettiin ensimmäinen pensaslepän mikrolisäys, jolloin 1-alustalla aloi-
tuspaloja oli kahdeksan. Niistä jatkokasvatukseen selvisi neljä. 29-
alustalla oli kuusi versonpalaa, joista monistusalustalle siirrostettiin kol-
me. AF-alustan kahdeksasta aloituspalasta jatkokasvatukseen saatiin viisi. 
Viljelmässä oli havaittavissa kalluksen muodostumista. Kun sitä tarkastel-
tiin 2.6.2008, oli kallusta AF-alustalla kolmessa, ja 1-alustalla sekä 29-
alustalla kuudessa versonpalassa. Muuten kasvu näytti melko samantyyp-
piseltä joka alustalla. Tästä viljelmästä saatiin monistusalustalle enemmän 
versoja kuin muista pensaslepälle tehdyistä aloituksista. Se voi johtua sii-
tä, että tämä oli ensimmäisenä aloitettu pensaslepän viljelmä ja puusta ke-
rätyt versot olivat olleet vähemmän aikaa hyötymässä ja niiden kunto 
näytti paremmalta kuin toisia viljelmiä tehdessä. Tässä viljelmässä paras 
aloitusalusta näyttäisi olleen AF-alusta, koska siitä jatkokasvatukseen sel-
visi 63 % versoista ja kuolleita oli vain 13 %. 1-alustalla kasvaneista ver-
soista 50 % siirrostettiin monistusalustalle, samoin kuin 29-alustaltakin. 
Mutta 1-alustalla kuolleita aloituspaloja oli 38 % kun taas 29-alustalla 50 
%. 29-alustalla ei ollut lainkaan infektoituneita, joita 1-alustalla oli 13 % 
ja AF-alustalla 25 %. 
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Pensaslepän toinen viljelmä aloitettiin 23.5.2008 ja siinä oli yhteensä 29 
aloituspalaa, joista 1-alustalla yhdeksän ja 29- sekä AF-alustoilla kummal-
lakin kymmenen. Vain 29-alustan versoista yksi selvisi jatkokasvatukseen. 
Kun viljelmää tarkasteltiin 2.6.2008, näytti kallusta muodostuneet 29-
alustalla kahteen versonpalaan ja 1- sekä AF-alustoilla kolmeen palaan. 
Suuri osa versoista infektoitui joka alustalla, sillä 1-alustalla infektoitunei-
ta oli 67 % ja 29- sekä AF-alustoilla 70 %. Kuolleita oli vähiten 29-
alustalla, jossa niitä oli 20 %, kun taas AF-alustalla oli 30 % ja 1-alustalla 
33 %. Jos siis tarkastellaan jatkokasvatukseen selvinneiden ja kuolleiden 
versojen määrää, näyttäisi 29-alusta olleen paras pensaslepän ravintoalusta 
tässä viljelmässä. 
 
Kolmas pensasleppäviljelmä aloitettiin 27.5.2008 ja siinä oli yhteensä vain 
12 aloituspalaa. Materiaalin määrä oli siis pienempi kuin aikaisemmin 
aloitetuissa viljelmissä. Jokaisella alustalla oli neljä versonpalaa ja jatko-
kasvatukseen saatiin kolme versoa 29-alustalta. Kun viljelmää tarkasteltiin 
5.6.2008, oli kallusta kasvanut yhteen versoon 1-alustalla, kahteen AF-
alustalla ja kaikkiin neljään versonpalaan 29-alustalla. Seuraavan kerran 
viljelmää havainnoitiin 10.6.2008, jolloin AF-alustalla kaksi jäljellä olevaa 
versoa näyttivät erittäneen tummaa fenolia alustaansa. Nämä versonpalat 
todettiin tuolloin myös kuolleiksi. Myös 1-alustalla oli kaksi aloituspalaa 
jäljellä ja niistä kumpikin oli erittänyt fenoleita alustaansa. 29-alustalla ei 
näkynyt fenoleiden erittymistä. Kaikki jäljellä olevat versot näyttivät huo-
nokuntoisilta, mutta silti 29-alustalta saatiin versoja jatkokasvatukseen. 
Tämän perusteella viimeisessä pensasleppäviljelmässä paras ravintoalusta 
oli 29-alusta. 
Taulukko 8 Pensaslepän mikrolisäyksen aloituksen onnistuminen, kaikki kolme aloitusta 
laskettu yhteen. 
Alusta Aloituspalat
kpl kpl % kpl % kpl %
1 21 9 43 8 38 4 19
29 20 7 35 6 30 7 35
AF 22 11 50 6 27 5 23
YHTEENSÄ 63 27 43 20 32 16 25
Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
 
 
Näissä kolmessa pensaslepälle tehdyssä mikrolisäyksessä oli mukana yh-
teensä 63 aloituspalaa, joista 29-alustalla oli 20, 1-alustalla 21 ja AF-
alustalla 22. Yhteensä jatkokasvatukseen saatiin 29-alustan versoista 35 
%, AF-alustan versoista 23 % ja 1-alustan versoista 19 % (Kuvio 12). 
Kuolleita oli vähiten AF-alustalla, mutta infektoituneita oli sillä alustalla 
eniten. Sen sijaan vähiten infektoituneita oli 29-alustalla. (Taulukko 8.) 
Kun kaikki kolme pensaslepän mikrolisäyskertaa oli mukana tarkastelussa, 
näytti parhaiten toimineen 29-alusta, koska sitä käyttämällä on saatu eni-
ten versoja jatkokasvatukseen. AF-alusta antoi siltä osin toiseksi parhaan 
tuloksen. Tosin eroja oli eri mikrolisäyskertojen välillä, sillä ensimmäisek-
si tehdystä aloituksesta paras tulos saatiin AF-alustalla, jolla olleista ver-
soista jatkokasvatukseen selviytyi 63 %. Mutta aloitusmateriaalin määrä ei 
ollut siinä yksittäisessä aloituksessa kovin suuri, koska esimerkiksi AF-
alustalla oli vain kuusi aloituspalaa. 
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Kuvio 12 Ravintoalustojen vertailu, jossa mukana kaikki kolme pensaslepän (Alnus vi-
ridis subsp. viridis) mikrolisäyskertaa. 
5.2 Aineiston monistuminen ja monistuskertoimet eri alustoilla ja eri lajeilla 
Jatkokasvatukseen monistusalustalle selvisi kamtsatkanlepän, sahalininle-
pän, japaninlepän, oregoninlepän, sitkanlepän ja kahden eri pensasleppäla-
jin versoja. Monistusalustoina tässä opinnäytetyössä käytettiin 29- ja 32-
alustoja. Monistuskertoimet laskettiin neljältä siirrostuskerralta, jos se vain 
oli mahdollista (Liite 7). 
 
Sekä kamtsatkanleppää että oregoninleppää lisätessä monistusalustoille 
selvisi vain yksi verso. Kamtsatkanlepällä käytettiin monistusalustaa 29 ja 
oregoninlepällä oli 32-alusta. Kummallakin lepällä monistusalustalle siir-
retty verso oli muuttunut mustaksi, kuollut ja infektoitunut. Näiden leppä-
lajien kohdalla ei siis pystytty vertailemaan eri monistusalustojen toimi-
vuutta, koska versoja ei saatu kasvamaan. 
 
Monistusalustoista 32 antoi paremman tuloksen kaikilla lajeilla, tosin sit-
kanlepän toisessa viljelmässä versojen monistuminen oli parempaa 29-
alustalla kuin 32-alustalla. Yleisesti ottaen 29-alustaa ei voi suositella lep-
pien monistusalustaksi, koska kasvu sillä on ollut heikkoa ja kuolleita ver-
soja on ollut runsaasti. Sen sijaan 32-alustalla kasvu on ollut vähintään 
kohtalaista ja monistuminen välillä hyvääkin. Kun kaikkien lepistä tehty-
jen viljelmien monistuskertoimet laskettiin yhteen, saatiin niiden keskiar-
voksi 32-alustalla 2,4 ja 29-alustalla 1,4. Monistuskertoimet vaihtelivat 
0,8:n ja 6,2:n välillä 32-alustalla ja 0,9:n ja 1,0:n välillä 29-alustalla. 32-
alustalla keskihajonta oli 2,6 ja 29-alustalla 0,5. Enimmillään 32-alustalla 
oli 402 versonpalaa, kun taas 29-alustalla suurin määrä oli 113. 
5.2.1 Japaninlepän (Alnus japonica, 1993-0782) monistuminen 
Japaninlepän monistumista seurattiin tässä työssä viidenteen siirrostusker-
taan, joka tehtiin 11.6.2008. Silloin 29-alustalla olleista versoista osa siir-
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rostettiin 32-alustalle ja osa WPM + BAP 0,2 mg/l –alustalle. Myös osa 
32-alustalla olleista versoista siirrostettiin WPM + BAP 0,2 mg/l –
alustalle. Monistuskertoimet on siis laskettu siitä, miten versot ovat kasva-
neet alustoilla 32 ja 29. Parempi tulos saatiin 32-alustalla, jossa monistus-
kertoimien keskiarvoksi tuli 4,5. Siinä monistuskertoimet vaihtelivat 0,1:n 
ja 10:n välillä ja keskihajonnaksi tuli 4,2. Alustalla 29 monistuskertoimet 
vaihtelivat 0,7:n ja 2,7:n välillä ollen keskimäärin 1,5. Keskihajonta oli 
0,9. Vaikka monistuskertoimien keskiarvo oli 32-alustalla parempi kuin 
29-alustalla, vaihteli saatu tulos myös enemmän. Versojen kasvu ja monis-
tuminen oli epävarmaa myös sillä alustalla ja 29-alustalla vielä huonom-
paa. 
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Kuvio 13 Japaninlepän monistuminen alustoilla 32 ja 29. 
Kumpikaan alusta ei vaikuttanut todella hyvältä, koska kuolleita oli pal-
jon. Esimerkiksi ennen toista siirrostusta kaksi sekä 32-alustan että 29-
alustan versoista kuolivat, koska olivat peittyneet kallussolukkoon. Siten 
kummallakin alustalla oli vain yksi verso jäljellä, kun tehtiin toinen siir-
rostus. 32-alustan verso oli niin hyvin kasvanut, että siitä saatiin 16 uutta 
versonpalaa monistumaan. Tosin kolmannessa siirrostuksessa versoja saa-
tiin jatkoon taas vain yksi. 29-alustalla vaihtelu ei ollut yhtä suurta, koska 
siellä olleet versonpalat eivät monistuneet yhtä paljon. Kun 32-alustalla oli 
viidennessä siirrostuksessa 28 versonpalaa, oli niitä 29-alustalla vain kah-
deksan (Kuvio 13). Alusta 32 vaikuttaa siis paremmalta kuin alusta 29, 
vaikka kumpikaan niistä ei ole todella hyvä vaihtoehtoja japaninlepälle.  
5.2.2 Sahalininlepän (Alnus maximowiczii, 1993-0576) monistuminen 
Sahalininlepän monistuskerrointa seurattiin tässä opinnäytetyössä viiden-
teen siirrostukseen, joka tehtiin 23.6.2009. Tosin 29-alustalla olleet versot 
kuolivat jo kolmannen siirrostuksen jälkeen. Aluksi kummallakin alustalla 
oli kuusi versonpalaa, mutta ennen toista siirrostusta 29-alustalla olleista 
versoista kaksi kuoli ja 32-alustan versoista kaksi infektoitui ja kuoli. 32-
alustan monistuskertoimet vaihtelivat 0,5:n ja 3,9:n välillä. Niiden kes-
kiarvo oli 2,1 ja keskihajonta 1,4. Varsinkin kolmannen ja neljännen siir-
rostuksen väli oli pitkä, joka varmasti heikensi monistuskerrointa, koska 
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versojen kunto on ehtinyt huonontua. Neljännestä siirrostuksesta saatiinkin 
vähemmän versonpaloja jatkoon kuin kolmannessa. Ja 29-alustalla kaikki 
versot ehtivät kuolla siirrostusten välillä. Siltä alustalta saatiin siis vain 
kaksi monistuskerrointa laskettua ja ne olivat 1,5 ja 0,8. Joten niiden kes-
kiarvoksi tuli 1,1. 
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Kuvio 14 Sahalininlepän monistuminen alustoilla 32 ja 29. 
Sahalininlepän monistusalustaksi sopi 32-alusta ainakin kohtalaisesti, kun 
taas alustaa 29 ei kannata käyttää jatkossa. Viiden ensimmäisen siirrostus-
kerran aikana 32-alustalla oli enimmillään 58 versonpalaa, kun 29-
alustalla suurin määrä oli yhdeksän (Kuvio 14). 32-alustan versomäärä oli 
lähes nelinkertainen kolmannella siirrostuskerralla toiseen kertaan verrat-
tuna. Tosin seuraavassa siirrostuksessa versomäärä pieneni melkein puo-
lella ennen kuin taas lähti kasvuun. 29-alustalla monistumista tapahtui 
vain ensimmäisen ja toisen siirrostuksen välillä. 
5.2.3 Sitkanlepän (Alnus sinuata, 1995-0517) monistuminen 
Sitkanlepän mikrolisäysviljelmät oli aloitettu 16.5.2008 ja 26.5.2008. Täs-
sä opinnäytetyössä monistuskertoimia laskettiin viidenteen siirrostukseen 
asti. Tosin 16.5.2008 aloitetun viljelmän versot kuolivat sitä ennen. 
26.5.2008 aloitetun viljelmän versonpalat monistuivat paremmin. Yksi syy 
tähän voi olla se, että ensimmäisen viljelmän versoilla kolmannen ja nel-
jännen siirrostuksen väli oli hyvin pitkä. Ja neljännen siirrostuksen jälkeen 
kaikki versot siitä viljelmästä kuolivat. Tuossa siirrostuksessa versonpalat 
oli myös vaihdettu sekä 32-alustalta että 29-alustalta WPM + IBA 0,1 mg/l 
–alustalle. 26.5. aloitetun viljelmän versot siirrostettiin jo viidettä kertaa 
silloin, kun 16.5. aloitetun viljelmän versoille tehtiin vasta neljäs siirrostus 
monistusalustalla. Siihen on hyvä kiinnittää huomiota, kun vertailee näi-
den viljelmien monistumista keskenään, koska sillä on varmasti ollut suuri 
vaikutus versojen kuolemiseen. 
 
Ensimmäisessä viljelmässä 32-alustalla monistuskertoimet vaihtelivat 
0,2:n ja 10,0:n välillä ja keskiarvoksi saatiin 3,8, kun taas keskihajonta oli 
5,4. Koska viljelmä kuoli neljännen siirrostuksen jälkeen, pystyttiin las-
Alnus-suvun Kumpulan kantojen mikrolisäys 
 
 
 55
kemaan vain kolme monistuskerrointa. Toisessa viljelmässä tällä alustalla 
monistuskertoimet vaihtelivat 0,8:n ja 2,7:n välillä, jolloin keskiarvo oli 
1,7 ja keskihajonta 1,1. Vaikka keskiarvo olikin ensimmäisessä viljelmäs-
sä parempi kuin toisessa, saatiin toisesta viljelmästä silti lopulta sitä 
enemmän versoja. Tosin 32-alustalla ensimmäisen viljelmän monistusker-
roin oli suurimmillaan 10, kun kahdeksasta versosta tuli 80 versonpalaa. 
29-alustalla 16.5.2008 aloitetun viljelmän versojen monistuskertoimet 
vaihtelivat 0,4:n ja 4,6:n välillä ja keskiarvoksi saatiin 1,9, kun taas keski-
hajonta oli 2,3. Monistuskertoimia voitiin laskea vain kolme, koska vil-
jelmä kuoli. 29-alustalla 26.5.2008 aloitetun viljelmän versojen monistus-
kertoimet vaihtelivat 0,9:n ja 3,0:n välillä, kun keskiarvo oli 1,8 ja keski-
hajonta 0,9. Vaikka paras monistuskertoimien keskiarvo ja suurin monis-
tuskerroin saatiinkin ensimmäisestä viljelmästä, oli siellä myös keskiha-
jonta suurempi, joten monistuskerroin vaihteli enemmän kuin myöhemmin 
aloitetussa viljelmässä. Yllättäen 26.5.2008 aloitetussa viljelmässä saatiin 
monistuskertoimista parempi tulos 29-alustalla kuin 32-alustalla. Myös 
versojen määrä oli lopulta suurempi 29-alustalla kuin 32-alustalla. Tosin 
viidennen siirrostuksen jälkeen suurin osa kummallakin alustalla olleista 
versoista oli tuhoutunut, jolloin jäljelle jääneet oli yhdistetty ja siirrostettu 
32-alustalle. 
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Kuvio 15 Sitkanlepän monistuminen alustoilla 32 ja 29. Mukana molemmat viljelmät. 
Kun laskettiin yhteen molempien viljelmien monistuskertoimet, tuli niiden 
keskiarvoksi 32-alustalla 2,1 ja 29-alustalla 1,6. 32-alustalla monistusker-
toimet vaihtelivat 0,5:n ja 5,6:n välillä, jolloin keskihajonta oli 2,4. Kun 
taas 29-alustalla vaihteluväli oli 0,8 – 2,6 ja keskihajonta 0,8. Alustalla 32 
oli versojen määrän vaihtelu suuri, kun esimerkiksi kolmannessa siirros-
tuksessa niitä oli yhteensä 192 kpl ja seuraavassa siirrostuksessa enää 90 
kpl. Tuloksessa näkyi taas se, että siirrostusväli oli liian pitkä, jotta versot 
olisivat pysyneet hyvässä kasvussa. 32-alustalla versojen määrä kasvoikin 
kolmanteen siirrostukseen asti, mutta sen jälkeen lähti laskuun (Kuvio 15). 
Sen sijaan 29-alustalla versojen määrä kasvoi neljänteen siirrostukseen as-
ti. Mutta se ei noussut kertaakaan yhtä suureksi kuin 32-alustalla, jossa 
kolmannessa siirrostuksessa oli lähes nelinkertainen määrä versoja verrat-
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tuna 29-alustan versomäärään. Todennäköisesti sitkanlepälle sopii näistä 
alustoista paremmin 32 kuin 29, koska sillä alustalla monistuminen on ai-
nakin välillä ollut todella runsasta. Vaikka versoja on kuollut paljon kum-
mallakin alustalla, on siihen voinut vaikuttaa paljon muutkin asiat kuin 
käytetty monistusalusta. 
5.2.4 Pensaslepän (Alnus viridis, 2002-0919) monistuminen 
Pensaslepän (Alnus viridis) monistumista seurattiin tässä opinnäytetyössä 
viidenteen siirrostukseen, joka tehtiin 11.6.2009. Alussa sekä 32- että 29-
alustalla oli viisi versonpalaa. Tosin ennen toista siirrostusta, 32-alustalla 
yksi versonpala oli infektoitunut ja toinen infektoitunut sekä kuollut ja 29-
alustalla kolme versoa oli kuollut. Joten 32-alustalla toisen siirrostuksen 
47 uutta versonpalaa oli saatu jäljelle jääneistä kolmesta versosta. Erityi-
sesti olivat monistuneet ne kaksi versoa, jotka olivat olleet AF-
aloitusalustalla ennen siirrostusta 32-alustalle. Niistä kummastakin oli saa-
tu 20 versonpalaa. Kolmas verso oli ollut 1-aloitusalustalla ja siitä verson-
paloja oli tullut seitsemän. Monistuskertoimia laskettaessa ei kuitenkaan 
oteta huomioon tuhoutuneita versoja, joten niiden kahden verson huima 
monistuskerroin ei näy erikseen tuloksissa. Vaikka versot monistuivat eri-
tyisen hyvin alussa, ei monistuskerroin noussut enää toiste läheskään yhtä 
suureksi. Tähän voi vaikuttaa esimerkiksi se, jos siirrostusväli on ollut lii-
an pitkä. Siirrostukset on tehty 10.6., 20.8., 18.11.2008 ja neljäs siirrostus 
kahtena päivänä, 10. ja 12.3.2009 ja viides siirrostus 11.6.2009. 
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Kuvio 16 Pensaslepän (Alnus viridis) monistuminen alustoilla 32 ja 29. 
Pensaslepän monistuskertoimet vaihtelivat 32-alustalla 0,5:n ja 9,4:n välil-
lä ollen keskimäärin 3,5 ja keskihajonnaksi tuli 4,1. Sen sijaan 29-alustalla 
monistuskertoimet vaihtelivat 1,0:n ja 3,7:n välillä, jolloin keskiarvoksi 
saatiin 1,8 ja keskihajonnaksi 1,2. 32-alustalla vaihtelu oli suurempaa kuin 
29-alustalla, jossa monistuminen oli tasaisempaa, vaikkakin heikkoa. 
Enimmillään 32-alustalla oli versoja 80 ja 29-alustalla 30. Viidennessä 
siirrostuksessa 32-alustan versojen määrä oli kaksinkertainen verrattuna 
29-alustan versojen määrään (Kuvio 16). Tuolloin 29-alustalta saadut ver-
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sonpalat oli siirrostettu 32-alustalle, joka sopi pensaslepän monistusalus-
taksi toisin kuin 29-alusta. 
5.2.5 Pensaslepän (Alnus viridis subsp. viridis, 1995-0043) monistuminen 
Pensaslepän (Alnus viridis subsp. viridis) kaikista kolmesta aloituksesta 
monistusalustoille siirrostettiin yhteensä 17 versoa, joista 32-alustalle kah-
deksan ja 29-alustalle yhdeksän. Sekä 16.5.2008 että 27.5.2008 aloitettu-
jen mikrolisäysten monistumista seurattiin tässä opinnäytetyössä viiden-
teen siirrostukseen asti, joka tehtiin 23.6.2009. Molemmat viljelmät oli 
aloitettu EMO2:sen versoista. Sen sijaan 23.5.2008 EMO1:sestä aloitetun 
viljelmän ainut monistumassa ollut verso poistettiin kuolleena jo toisen 
siirrostuksen jälkeen. Kummassakin EMO2:lle tehdyssä aloituksessa mo-
nistuminen oli huomattavasti parempaa 32-alustalla kuin 29-alustalla. Vil-
jelmässä, joka oli aloitettu ensimmäiseksi, monistuskerroin 32-alustalla 
vaihteli 0,6:n ja 9,5:n välillä, jolloin keskiarvoksi tuli 3,3 ja keskihajonta 
oli 4,2. Samassa viljelmässä 29-alustalla olleiden versojen monistusker-
roin vaihteli 0,3:n ja 8,0:n välillä, keskiarvo oli 2,9 ja keskihajonta 4,4. 
Alustalla 29 olleet versot kuolivat neljännen siirrostuksen jälkeen ja toi-
sessa EMO2:n viljelmässä jo toisen siirrostuskerran jälkeen. Muutenkin 
myöhemmin aloitetussa viljelmässä monistuminen oli heikompaa kuin en-
simmäisessä. Siinä 32-alustalla monistuskerroin vaihteli 1,4:n ja 6,5:n vä-
lillä ja keskiarvoksi saatiin 2,9, kun taas keskihajonta oli 2,4.  
 
Vaikka monistuskertoimien keskiarvo 29-alustalla ensimmäisessä viljel-
mässä olikin suurempi kuin 32-alustalla toisessa viljelmässä, oli versojen 
määrää verratessa 32-alusta silti parempi. Viimeisessä viljelmässä 32-
alustalla versojen määrä kasvoi koko ajan. Toisin kuin 29-alustalla en-
simmäisessä viljelmässä, koska siinä osa versoista kuoli tai infektoitui vä-
lillä. Lisäksi siinä oli parhaimmillaankin vain 16 versoa, kun taas 32-
alustalla oli lopulta 60 versoa. Ensimmäisessä viljelmässä 32-alustalla ei 
versojen määrä joka siirrostuksella lisääntynyt, koska taimia kuoli tai in-
fektoitui. Silti siitä saatiin paras tulos, sillä siinä viljelmässä 32-alustalla 
oli enimmillään 100 versoa ja viidennellä siirrostuskerrallakin 72.  
 
Kun laskettiin yhteen kaikkien kolmen viljelmän versot ja niiden monis-
tuskertoimet, oli 32-alustalla monistuskertoimien keskiarvo 3,2 ja 29-
alustalla 1,4. 32-alustalla monistuskerroin vaihteli 0,8:n ja 8,8:n välillä ja 
keskihajonta oli 3,7. 29-alustalla monistuskerroin vaihteli 0,5:n ja 3,2:n 
välillä ja keskihajonnaksi saatiin 1,5. Monistuskertoimissa ei näy se, että 
lopulta kaikki 29-alustalla olleet versot kuolivat tai infektoituivat. 32-
alustalla oli viidennessä siirrostuksessa 132 versoa kun taas 29-alustalla 
oli enimmilläänkin (kolmannessa siirrostuksessa) vain 16 versoa (Kuvio 
17). 32-alustalla lehtien vihreä väri oli parempi kuin 29-alustalla, jossa ne 
olivat vaaleampia. Pensaslepälle sopii siis monistusalustaksi 32, kun taas 
alustaa 29 ei voi suositella käytettäväksi. 
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Kuvio 17 Pensaslepän (Alnus viridis subsp. viridis) versojen monistuminen alustoilla 
32 ja 29. Mukana kaikki kolme viljelmää. 
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6 PÄÄTELMÄT 
Tutkimuksen perusteella saatiin selville joillekin lepille sopiva sterilointi-
menetelmä, aloitusalusta ja monistusalusta. Kokeessa käytetyillä mene-
telmillä on siis mahdollista lisätä joitakin leppälajeja. Näitä tietoja voidaan 
jatkossa hyödyntää, kun halutaan käyttää mikrolisäystä jonkin tietyn lep-
päkannan säilyttämiseen. 
 
Aloitusalustoilta saatiin jatkokasvatukseen monistusalustoille versoja 
kamtsatkanlepästä, sahalininlepästä, japaninlepästä, oregoninlepästä, sit-
kanlepästä ja molemmista pensasleppälajeista. Sen sijaan tervalepän, län-
nenharmaalepän ja amerikanharmaalepän mikrolisäyksestä ei saatu versoja 
jatkokasvatukseen. Tervalepän aloituspaloista yli puolet infektoitui ja lo-
put kuolivat. Kuolemiseen vaikuttivat eniten varmasti fenolit, joita verso-
jen palat tuottivat alustaan. Lännenharmaalepän lisäyksessä kohdattiin sa-
moja ongelmia. Lännenharmaalepällä fenolien eritys tosin oli paljon voi-
makkaampaa kuin tervalepällä. Amerikanharmaalepän versojen paloista 
kaikki infektoituivat viikon kuluessa aloituksessa. Infektio näytti saman-
laiselta kaikissa paloissa, joten sen aiheuttaja oli selvästi jokin, mihin ei 
vaikuttanut sterilointimenetelmä 1 % 10 min eikä 1 % 15 min. 
 
Monistusalustaloilla saatiin kokeen aikana monistumaan vaihtelevin tulok-
sin japaninleppä, sahalininleppä, sitkanleppä ja molemmat pensaslepät. 
Oregoninlepän ainut selvinnyt verso infektoitui monistusalustalla. Tämän 
lepän suurin ongelma oli silti runsas fenolien erittyminen, vaikka infektioi-
takin oli paljon. Kamtsatkanlepälle kokeiltiin kaikkia neljää sterilointime-
netelmää ja yllättäen monistusalustalle selvisi pala, jolle oli käytetty steri-
lointia 1 % 15 min. Tosin siinäkin versossa oli infektio, joka tuli esiin vas-
ta jatkokasvatuksessa. Useimmille lepille parhaiten toimi sterilointi 1 % 10 
min, mutta tässä tapauksessa se oli liian heikko. Tämän lepän lisäämistä 
vaikeutti suuri infektoituneiden määrä. Tosin aloituspaloja ei ollut kovin 
paljon. Vielä voisi siis kokeilla sterilointia 1 % 15 min suuremmalle mää-
rälle aloituspaloja tai toinen vaihtoehto on mikrolisäyksen aloitusajankoh-
dan vaihtaminen. 
 
Dhawan (1993, 304) mukaan eri leppälajeja lisättäessä ei yleensä ole ollut 
erityisiä ongelmia saada viljelmiä aseptisiksi. Tässä työssä sen sijaan oli 
ongelmia steriloinnin suhteen ja se oli yksi syy joidenkin viljelmien epä-
onnistumiseen. Kirjallisuudessa on viitattu lähteeseen, jossa sterilointime-
netelmä olisi kuvattu (Tremblay & Lalonde 1984, 190). Sitä materiaalia ei 
kuitenkaan saatu luettavaksi tätä työtä tehtäessä. Siksi sterilointimenetel-
mät perustuivat Lepaan mikrolisäyslaboratoriossa aikaisemmin tehdyistä 
steriloinneista saatuihin tuloksiin. Jatkossa voisi yrittää etsiä materiaalia, 
jossa leppien sterilointia on kuvattu. Jos kyseinen materiaali löytyisi, voisi 
siinä käytettyä sterilointia kokeilla niille lajeille, joiden sterilointi nyt epä-
onnistui. Tai vaihtoehtoisesti viljelmän aloittaminen esimerkiksi talvella 
voisi auttaa. Silloin kasveissa on luonnostaan vähemmän kontaminaatioi-
den aiheuttajia ja lepotilaiset silmut myös kestävät voimakkaampia käsitte-
lyjä kuin kasvussa olevat versot. Nyt joissakin emokasveissa oli paljon tu-
holaisia, mikä saattoi heikentää mikrolisäyksen onnistumista. 
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Osa leppälajeista tuotti alustaansa fenoleja, ja alustoja ei aina ehditty vaih-
taa heti puhtaisiin. Fenolit ovat kasville myrkyllisiä, joten niihin voisi jat-
kossa kiinnittää enemmän huomiota. Runsaasti fenoleja erittävien leppien 
kohdalla voisi kokeilla jotain keinoja, mitä yleensä mikrolisäyksessä käy-
tetään tällaisten ongelmien estämiseksi. Alustaan voitaisiin esimerkiksi li-
sätä aktiivihiiltä, joka estää myrkyllisten aineiden, kuten fenolien vaiku-
tusta. Valitettavasti se myös vähentää hormonien tehokkuutta. (Beyl 2000, 
27.) Yleensä kasviperäistä aktiivihiiltä käytetään alustassa 0,1 – 0,5 %. 
(Haapala & Niskanen 1992, 43.) 
 
Tässä työssä käytettiin aloitusalustana ainoastaan MS-alustoja. Olisi ollut 
mielenkiintoista nähdä, miten WPM-alusta olisi toiminut eri leppälajeilla. 
Haapala & Niskanen (1992, 64, 67) ovat saaneet sulkaharmaalepän kas-
vamaan käyttämällä WPM-alustaa. Heillä oli kasvihormonina ollut toisek-
si parhaalla alustalla BAP:ia 0,5 mg/l, jota oli tässä työssä käytössä sama 
määrä MS-alustalla. Tässä tutkimuksessa 1-alusta, joka oli MS + BAP 1,0 
mg/l, toimikin ihan hyvin. Se antoi lähes yhtä hyvän tuloksen kuin 29-
alusta, joka oli MS + BAP 0,5 mg/l. Alusta AF oli muunnelma alustasta, 
jota Périnet, Vallée & Tremblay (1988, 85–86) olivat käyttäneet aikuisille 
harmaalepille. Menetelmällään he onnistuivat lisäämään kolmea viidestä 
leppäkannasta. Tässä työssä alusta, joka perustui heidän käyttämäänsä, ei 
yleensä antanut parasta tulosta. Sen sijaan se oli usein huonoin vaihtoehto.  
 
Tremblayn & Lalonden (1984, 190) mukaan tervalepälle paras sokeri oli 
sakkaroosi, kun muut heidän kokeessaan mukana olleet lajit olivat suosi-
neet glukoosia. Fruktoosia he eivät suositelleen, koska siinä kasvu pysäh-
tyi. Opinnäytetyössä alustoilla 1 ja 29 oli sakkaroosia, mutta AF-alustalla 
glukoosia. Olisikin kiinnostavaa kokeilla, kasvaisivatko useimmat leppäla-
jit paremmin, jos sakkaroosin tilalle vaihdettaisiin glukoosi. Alusta 32 oli 
Haapalan ja Niskasen (1992, 64, 67) sulkaharmaalepälle suositteleman oh-
jeen mukaan tehty monistusalusta. Siinä oli sokerina käytetty fruktoosia. 
Heidän mukaansa siis fruktoosi oli toimiva vaihtoehto. Tässä kokeessa 32-
alusta ei ollut kovin hyvä, tosin siinäkin oli eroja eri leppälajien välillä. 
Toisena monistusalustana käytettiin alustaa 29, mutta sitä ei kannata jat-
kossa käyttää monistukseen. Sen sijaan voisi käyttää jotain muuta WPM-
alustaa. Esimerkiksi Lepaan mikrolisäyslaboratorion henkilökunta oli 
myöhemmin siirrostanut huonosti menestyviä versoja alustoilta 29 ja 32 
monistusalustalle, joka oli WPM-alusta ja sisälsi BAP:ia 0,2 mg/l. 
 
Eri leppäkannoista tehtiin eri määrä aloituksia. Materiaalia oli yleensä vain 
vähän, koska sopivaa menetelmää kokeiltiin niin monelle lajille. Jos lajeja 
olisi ollut vähemmän, olisi pystynyt kokeilemaan useampia menetelmiä ja 
siten olisi voinut löytyä parempia vaihtoehtoja kuin nyt. Lisäksi tulokset 
olisivat olleet tarkempia, jos aloituksissa olisi ollut suuri määrä versojen 
paloja. Monistusvaiheessa siirrostusväli oli välillä liian pitkä, joka heiken-
si tulosta. Joten viljelmät kasvaisivat ja monistuisivat paremmin, jos ne 
siirrostettaisiin useammin. 
 
Tästä työstä saadut tulokset ovat hyödyllisiä Kumpulan kasvitieteelliselle 
puutarhalle leppien mikrolisäyksen kannalta. Joitakin leppälajeja voidaan 
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varmasti lisätä näiden tulosten perusteella. Ja tämä työ voi myös toimia 
pohjana, kun suunnitellaan eri leppälajien mikrolisäystä. Jatkossa voisi ol-
la hyödyllistä tutkia eri leppälajien juurruttamista sekä sitä, miten mikro-
lisätyt kasvit jatkavat kasvuaan luonnollisissa olosuhteissa. Olisi hyvin 
mielenkiintoista tutkia, vaikuttaako mikrolisäys kasvin kasvuun vielä 
normaaleissa olosuhteissa. Ja jos vaikuttaa, olisi kiinnostava tietää, kauan-
ko vaikutuksia on nähtävissä. 
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KUVIA KUMPULAN KASVITIETEELLISEN PUUTARHAN LEPISTÄ 
 
 
Kuva 1.  Tervaleppiä, kanta 1998-0186. Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa 
30.6.2008. 
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Kuva 2.  Kamtsatkanlepän lehtiä ja runkoa. Kanta 1994-0990, Kumpulan kasvitie-
teellisessä puutarhassa 30.6.2008. 
 
 
Kuva 3. Lännenharmaaleppä, kanta 1995-0593. Oikealla alhaalla olevassa kuvassa 
näkyy kuoriainen, joita puussa oli paljon. Kuvattu 30.6.2008 Kumpulan 
kasvitieteellisessä puutarhassa. 
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Kuva 4. Japaninlepän norkkoja ja lehtiä. Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa 
kuvattu kasvi. (Pinkka n.d. b.) 
 
 
 
Kuva 5. Sahalininlepän norkkoja ja lehtiä. Kuvattu Kumpulan kasvitieteellisessä 
puutarhassa 18.9.2008. (Pinkka 2008.) 
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Kuva 6. Oregoninlepän lehtiä, kanta 1995-0644. Kuvattu Kumpulan kasvitieteelli-
sessä puutarhassa 30.6.2008. 
 
 
 
Kuva 7. Amerikanharmaaleppä 1994-0047 sekä lehtiä lähikuvassa. Kuvattu Kum-
pulan kasvitieteellisessä puutarhassa 30.6.2008. 
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Kuva 8. Sitkanleppä 1995-0517 Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa 
30.6.2008. 
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Kuva 9. Sitkanlepän 1995-0517 norkkoja ja lehtiä. Kumpulan kasvitieteellisessä 
puutarhassa 30.6.2008. 
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Kuva 10. Pensasleppä (Alnus viridis) 2002-0919 sekä lähikuvaa lehdistä ja norkois-
ta. Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa 30.6.2008. 
 
Kuva 11. Pensasleppä (Alnus viridis subsp. viridis) 1995-0043 sekä lehtiä lähiku-
vassa. Kumpulan kasvitieteellisessä puutarhassa 30.6.2008. 
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STERILOINTIMENETELMÄT 
 
Sterilointi Toimenpide 
1 % 10 min 1. Pesu juoksevan veden alla hammasharjaa apuna käyttäen 
 2. Erisept-pesu ioninvaihtovedellä 10 min 
 3. Huuhtelu lävikössä ioninvaihtovedellä 
 4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa 10 min 
 5. Huuhtelu 4 kertaa steriilillä ioninvaihtovedellä 
 6. Alkoholikäsittely: 70 % Etax 20 s 
 7. Huuhtelu kerran steriilillä ioninvaihtovedellä 
  
1 % 15 min 1. Pesu juoksevan veden alla hammasharjaa apuna käyttäen 
 2. Erisept-pesu ioninvaihtovedellä 10 min 
 3. Huuhtelu lävikössä ioninvaihtovedellä 
 4. Sterilointi 1 % NaOCl:ssa 15 min 
 5. Huuhtelu 4 kertaa steriilillä ioninvaihtovedellä 
 6. Alkoholikäsittely: 70 % Etax 10 s 
 7. Huuhtelu kerran steriilillä ioninvaihtovedellä 
  
2 % 5 min 1. Pesu juoksevan veden alla hammasharjaa apuna käyttäen 
 2. Erisept-pesu ioninvaihtovedellä 10 min 
 3. Huuhtelu lävikössä ioninvaihtovedellä 
 4. Sterilointi 2 % NaOCl:ssa 5 min 
 5. Huuhtelu 4 kertaa steriilillä ioninvaihtovedellä 
 6. Alkoholikäsittely: 70 % Etax 20 s 
 7. Huuhtelu kerran steriilillä ioninvaihtovedellä 
  
2 % 10 min 1. Pesu juoksevan veden alla hammasharjaa apuna käyttäen 
 2. Erisept-pesu ioninvaihtovedellä 10 min 
 3. Huuhtelu lävikössä ioninvaihtovedellä 
 4. Sterilointi 2 % NaOCl:ssa 10 min 
 5. Huuhtelu 4 kertaa steriilillä ioninvaihtovedellä 
 6. Alkoholikäsittely: 70 % Etax 10 s 
 7. Huuhtelu kerran steriilillä ioninvaihtovedellä 
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MS-ALUSTA 
 
(Murashige & Skoog 1962: Uosukainen 1997) 
KANTALIUOKSET RAVINTOLIUOS
Nimike Yhdiste Pitoisuus ml kantal. / l Pitoisuus 
mg/l mM
MS-pääravinteet (MS-makro) g/l 10x 100  
 NH4NO3 
ammoniumnitraatti (hapettava)
16,5  1650 20,6
KNO3 
kaliumnitraatti 
(hapettava) 
19,0 1900 18,8
CaCl2x2H2O 
kalsiumkloridi 
(ärsyttävä) 
4,4 440 3,0
MgSO4x7H2O 
magnesiumsulfaatti 
3,7 370 1,5
KH2PO4 
kaliumdivetyfosfaatti 
1,7 170 1,25
MS-hivenaineet (MS-mikro) mg/100 ml 1000x 1  
 H3BO3 
boorihappo 
620
 
6,2 0,1
MnSO4xH2O 
mangaanisulfaatti 
(haitallinen) 
1690 16,9 0,1
ZnSO4x7H2O 
sinkkisulfaatti 
(ärsyttävä) 
860 8,6 0,03
KI 
kaliumjodidi 
83 0,83 0,005
Na2MoO4x2H2O 
natriummolybdaatti 
25 0,25 0,001
Erilliset  
kantaliuokset  
mg/100 ml 
10000x 
*CuSO4x5H2O 25 mg 
kuparisulfaatti 
(haitallinen) 
*CoCl2x6H2O 25 mg 
kobolttikloridi (myr-
kyllinen) 
10 ml 
 
 
 
10 ml 
0,025 
 
 
 
0,025 
0,0001 
 
 
 
0,0001 
MS-Fe = WPM-F mg/100 ml 200x 5  
 FeSO4x7H2O rauta(II)sulfaatti 
(ärsyttävä)  
Na2EDTA etyleenidiamiinitetra-
etikkahapon natriumsuola = 
Titriplex III (ärsyttävä) 
tai 
NaFe-EDTA,  EDTA:n  natrium-
rauta(III)suola 
557 
 
 
 
745 
 
 
 
 
734 
 27,8  
 
 
37,3 
 
 
 
 
36,7 
0,1 
 
 
 
0,1 
 
 
 
 
0,1 
MS-vitamiinit mg/250 ml 200x 5  
Kantaliuos jaetaan 5 
ml:n eriin, jotka säily-
tetään syväjäässä 
(n. -20 °C). 
tiamiinidikloridi 
(B1-vitamiini) 
5  0,1 0,0003
nikotiinihappo 
(B-vitamini) 
(ärsyttävä) 
25 0,5 0,004
pyridoksolihydrokloridi 
(B6-vitamiini) 
25 0,5 0,002
glysiini (aminohappo) 100 2,0 0,027
Myo-inositoli 
(sokerialkoholi) 
 1,0g /100 ml 
100x 
10 100 
tai punnitaan 
erikseen 
0,56
Sakkaroosi 
(ruokosokeri) 
 30000 
punnitaan erikseen 
87,6
pH Tilavuus  n. 4/5 lopullisesta tilavuudesta 5,7
Tilavuus  1 litra mittapullossa
Agar 8500 
punnitaan erikseen, liuotetaan 
kuumentamalla lämpölevyllä +
magneettisekoitus 
Bacto Peptone 270 mg 
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WPM-ALUSTA 
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ERI STERILOINTIEN ONNISTUMINEN 
 
Kaikki viljelmät, joissa käytetty sterilointia 1 % 10 min. 
Alusta Aloituspalat Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
  kpl kpl % kpl % kpl % 
1 105 46 44 37 35 22 21 
29 104 41 39 38 37 25 24 
AF 102 46 45 37 36 19 19 
                
YHTEENSÄ: 311 133 43 112 36 66 21 
                
Kaikki viljelmät, joissa käytetty sterilointia 1 % 15 min. 
Alusta Aloituspalat Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
  kpl kpl % kpl % kpl % 
1 16 8 50 3 19 5 31 
29 15 7 47 4 27 4 27 
AF 17 9 53 8 47 0 0 
                
YHTEENSÄ: 48 24 50 15 31 9 19 
                
Molemmat viljelmät yhteensä, joissa käytetty sterilointeja 2 % 5 min ja 2 % 10 min. 
Alusta Aloituspalat Infektoituneet Kuolleet Jatkokasvatus
  kpl kpl % kpl % kpl % 
1 3 2 67 1 33 0 0 
29 4 4 100 0 0 0 0 
AF 3 3 100 0 0 0 0 
                
YHTEENSÄ: 10 9 90 1 10 0 0 
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VILJELMIEN ALOITUSTEN ONNISTUMINEN 
       
1998-0186 Alnus glutinosa, tervaleppä 1 % 10 min (aloitus 9.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 5 4 1 0    
29 5 3 2 0    
AF 4 0 4 0    
YHTEENSÄ 14 7 7 0   
            
1998-0186 Alnus glutinosa, tervaleppä 1 % 15 min (aloitus 9.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 4 3 1 0    
29 4 4 0 0    
AF 4 3 1 0    
YHTEENSÄ 12 10 2 0   
       
1994-0990 Alnus hirsuta var. sibirica, kamtsatkanleppä 1 % 10 min (aloitus 8.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 1 1 0 0    
29 2 2 0 0    
AF 2 2 0 0    
YHTEENSÄ 5 5 0 0   
             
1994-0990 Alnus hirsuta var. sibirica, kamtsatkanleppä 1 % 15 min (aloitus 8.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 2 1 0 1    
29 1 0 1 0    
AF 2 2 0 0    
YHTEENSÄ 5 3 1 1   
            
1994-0990 Alnus hirsuta var. sibirica, kamtsatkanleppä 2 % 10 min (aloitus 8.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 1 1 0 0    
29 2 2 0 0    
AF 2 2 0 0    
YHTEENSÄ 5 5 0 0   
            
1994-0990 Alnus hirsuta var. sibirica, kamtsatkanleppä 2 % 5 min (aloitus 8.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 2 1 1 0    
29 2 2 0 0    
AF 1 1 0 0    
YHTEENSÄ 5 4 1 0   
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1995-0593 Alnus incana subsp. tenuifolia, lännenharmaaleppä 1 % 10 min (aloitus 13.5.08) 
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 14 11 3 0    
29 16 10 6 0    
AF 14 11 3 0    
YHTEENSÄ 44 32 12 0   
            
1993-0782 Alnus japonica 1 % 10 min (aloitus 13.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 16 2 10 4    
29 15 2 13 0    
AF 16 5 9 2    
YHTEENSÄ 47 9 32 6   
            
1993-0576 Alnus maximowiczii, sahalininleppä 1 % 10 min (aloitus 9.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 6 1 4 1    
29 6 0 3 3    
AF 6 1 5 0    
YHTEENSÄ 18 2 12 4   
            
1993-0576 Alnus maximowiczii, sahalininleppä 1 % 15 min (aloitus 9.5.08)  
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 6 0 2 4    
29 7 0 3 4    
AF 7 0 7 0    
YHTEENSÄ 20 0 12 8   
            
1995-0644 Alnus rubra 1 % 10 min (aloitus 14.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 8 2 5 1    
29 7 2 5 0    
AF 8 4 4 0    
YHTEENSÄ 23 8 14 1   
            
1994-0047 Alnus rugosa 1 % 10 min (aloitus 9.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 3 3 0 0    
29 3 3 0 0    
AF 2 2 0 0    
YHTEENSÄ 8 8 0 0   
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1994-0047 Alnus rugosa 1 % 15 min (aloitus 9.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 4 4 0 0   
29 3 3 0 0   
AF 4 4 0 0   
YHTEENSÄ 11 11 0 0   
            
1995-0517 Alnus sinuata, sitkanleppä 1 % 10 min (aloitus 16.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 11 4 2 5    
29 11 2 3 6    
AF 10 3 3 4    
YHTEENSÄ 32 9 8 15   
            
1995-0517 Alnus sinuata, sitkanleppä 1 % 10 min (aloitus 26.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl   
1 7 1 2 4    
29 6 0 0 6    
AF 6 1 1 4    
YHTEENSÄ 19 2 3 14   
            
2002-0919 Alnus viridis, pensasleppä 1 % 10 min (aloitus 16.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 10 5 2 3    
29 10 7 0 3    
AF 10 5 1 4    
YHTEENSÄ 30 17 3 10   
            
2002-0919 Alnus viridis 1 % 10 min (aloitus 27.5.08)   
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 3 3 0 0   
29 3 3 0 0   
AF 2 1 1 0   
YHTEENSÄ 8 7 1 0   
           
1995-0043 Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä, EMO2. 1 % 10 min (aloitus 16.5.08) 
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl    
1 8 1 3 4    
29 6 0 3 3    
AF 8 2 1 5    
YHTEENSÄ 22 3 7 12   
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1995-0043 Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä, EMO1. 1 % 10 min (aloitus 23.5.08) 
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl     
1 9 6 3 0    
29 10 7 2 1    
AF 10 7 3 0    
YHTEENSÄ 29 20 8 1   
            
1995-0043 Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä EMO2. 1 % 10 min (aloitus 27.5.08) 
Alusta 
Aloituspalat, 
kpl 
Infektoituneet, 
kpl 
Kuolleet, 
kpl 
Jatkokasvatus, 
kpl     
1 4 2 2 0   
29 4 0 1 3    
AF 4 2 2 0   
YHTEENSÄ 12 4 5 3   
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LEPPIEN MONISTUMINEN 
 
Alnus japonica, 1993-0782. Aloitus 13.5.2008, siirrostus monistualustalle 6.6.2008         
  2. siirrostus 20.8.2008 3. siirrostus 18.11.2008 4. siirrostus 10.3.2008 5. siirrostus 11.6.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 3 16 5,3 1 0,1 10 10,0 28 2,8 
29 3 2 0,7 2 1,0 3 1,5 8 2,7 
          
YHTEENSÄ: 6 18 3,0 3 0,2 13 4,3 36 2,8 
          
Alnus maximowicxii, sahalininleppä, 1993-0576. Aloitus 9.5.2008, siirrostus monistualustalle 5.6.2008 
  2. siirrostus 20.8.2008 3. siirrostus 18.11.2008 4. siirrostus 12.3.2009 5. siirrostus 23.6.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 6 15 2,5 58 3,9 30 0,5 48 1,6 
29 6 9 1,5 7 0,8 KUOLLEET    
          
YHTEENSÄ 12 24 2,0 65 2,7 30 0,5 48 1,6 
          
Alnus sinuata, sitkanleppä, 1995-0517. Aloitus 16.5.2008, siirrostus monistualustalle 9. ja 10.6.2008 
  2. siirrostus 28.8.2008 3. siirrostus 21.10.2008  4. siirrostus 16.3.2009  
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin Alusta jatkossa kpl 
3. monistus-
kerroin  
32 8 80 10,0 106 1,3 WPM + IBA 0,1 mg 20 0,2 LOPPU 
29 7 5 0,7 23 4,6 WPM + IBA 0,1 mg 10 0,4 LOPPU 
          
YHTEENSÄ 15 85 5,7 129 1,5   30 0,2   
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Alnus sinuata, sitkanleppä, 1995-0517. Aloitus 26.5.2008, siirrostus monistualustalle 10. ja 12.6.2008 
  2. siirrostus 27.8.2008 3. siirrostus 21.10.2008 4. siirrostus 18.12.2008 5. siirrostus 13. ja 16.3.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 12 32 2,7 86 2,7 70 0,8 55 0,8 
29 11 15 1,4 29 1,9 86 3,0 75 0,9 
          
YHTEENSÄ 23 47 2,0 115 2,4 156 1,4 130 0,8 
          
Alnus viridis, pensasleppä, 2002-0919. Aloitus 16.5.2008, siirrostus monistualustalle 10.6.2008 
  2. siirrostus 20.8.2008 3. siirrostus 18.11.2008 4. siirrostus 10. ja 12.3.2009 5. siirrostus 11.6.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 5 47 9,4 25 0,5 80 3,2 60 0,8 
29 5 5 1,0 6 1,2 22 3,7 30 1,4 
          
YHTEENSÄ 10 52 5,2 31 0,6 102 3,3 90 0,9 
          
Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä, EMO2, 1995-0043. Aloitus 16.5.2008, siirrostus monistualustalle 6.6, 9.6. ja 16.6.2008 
  2. siirrostus 19. ja 20.8.2008 3. siirrostus 17.11.2008 4. siirrostus 12.3.2009 5. siirrostus 23.6.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 6 57 9,5 100 1,8 60 0,6 72 1,2 
29 6 2 0,3 16 8,0 8 0,5 LOPPU  
          
YHTEENSÄ 12 59 4,9 116 2,0 68 0,6 72 1,1 
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Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä, EMO1, 1995-0043. Aloitus 23.5.2008, siirrostus monistualustalle 10.6.2008 
  2. siirrostus 20.8.2008      
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin       
29 1 1 1,0 Poistettu kuolleena 17.11.2008       
          
Alnus viridis subsp. viridis, pensasleppä, EMO2, 1995-0043. Aloitus 27.5.2008, siirrostus monistualustalle 10.6.2008 
  2. siirrostus 20.8.2008 3. siirrostus 17.11.2008 4. siirrostus 12.3.2009 5. siirrostus 23.6.2009 
Alusta kpl alussa kpl 
1. monistus-
kerroin kpl 
2. monistus-
kerroin kpl 
3. monistus-
kerroin kpl 
4. monistus-
kerroin 
32 2 13 6,5 26 2,0 36 1,4 60 1,7 
29 2 2 1,0 Poistettu kuolleina 2.9.2008     
          
YHTEENSÄ 4 15 3,8 26 1,7 36 1,4 60 1,7 
